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CAVALCANTI, G. G. R. Marcadores moleculares na identificação de variantes 

genotípicas do vírus da síndrome da mancha branca em camarões Litopenaeus vannamei 

cultivados no Estado do Ceará. 2020. 99f. Tese (Doutorado em Ciência Animal) – 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), Mossoró-RN, 2020. 

 

RESUMO: A Carcinicultura no Brasil é uma atividade bastante rentável, entretanto, é sensível 

a surtos de doenças, com destaque para a Doença da Síndrome da Mancha Branca (WSSD), 

cujo agente causador é o Vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) que devido a sua 

elevada morbidade e mortalidade, vêm acometendo cultivos de camarões em todo o mundo. 

Assim, sendo o Estado do Ceará um dos principais produtores de camarão do Brasil, objetivou-

se estudar a incidência e a variabilidade genética do WSSV em fazendas do Estado do Ceará. 

Este estudo foi organizado em três etapas, estruturados em capítulos e com objetivos 

complementares. O primeiro capítulo é constituído pela construção de um referencial teórico, 

no segundo capítulo é relatado a caracterização das fazendas em estudo, bem como a influência 

de parâmetros de cultivo na incidência de WSSV. No capítulo três, está descrita a detecção de 

amostras positivas para o WSSV e o uso de marcadores moleculares para caracterizá-las, 

comparando-as em seguida com isolados de outras regiões geográficas. Por fim, o capítulo 

quatro realiza uma análise in sílico das regiões gênicas amplificadas nas amostras discutidas no 

capítulo três, buscando estudar as regiões variáveis do genoma do WSSV através da análise das 

similaridades evolutivas e divergências ao longo do tempo, traçando um perfil filogenético. 

Dessa forma, este trabalho traz dados relevantes sobre as variantes do WSSV circulantes no 

Estado do Ceará, contribuindo para levantar informações, ainda limitadas, sobre a incidência 

desse vírus na região Nordeste do Brasil. 

 

 

Palavras-chave: Carcinicultura, Genoma, Nordeste do Brasil, Regiões variáveis, 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 

Ceará. 2020. 99f. Thesis (Doctorate in Animal Science) - Federal Rural University of the Semi-

Arid (UFERSA), Mossoró-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 Ceará 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 Ceará. 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 

Ceará, 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 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 
 

O vírus da síndrome da mancha branca (WSSV) é um dos principais patógenos que 

acometem a carcinicultura a nível mundial, gerando prejuízos econômicos ao cultivo de 

camarões peneídeos, 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 

província de Fujian na China, atingindo o Taiwan em 1992, de onde expandiu-se rapidamente 

por todo o continente Asiático, chegando à América do Norte em 1995 (HASSON et al., 2006; 

STENTIFORD; LIGHTNER, 2011). Desde então, tem sido identificado em fazendas de cultivo 

em todo o mundo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008; MULLER et al., 2010; TAN; SHI, 

2011; FEIJÓ et al., 2013; PEREIRA et al., 2019). 

No Brasil, a carcinicultura tem destaque na região Nordeste, sendo uma das atividades 

mais rentáveis, mas que têm enfrentado dificuldades em seu crescimento, devido ao surgimento 

e disseminação de enfermidades. No âmbito nacional é também a região de maior 

produtividade, sendo o Estado do Ceará, um dos maiores produtores de camarões Litopenaeus 

vannamei (BOONE, 1931) (ABCC, 2017). 

O WSSV está presente no Estado do Ceará 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 regiões do País (ABCC, 

2017). Segundo Nunes e Feijó (2016), o WSSV atingiu os principais municípios produtores de 

camarão do Estado do Ceará, e que apesar das incalculáveis perdas econômicas, conseguiu 

adotar medidas para minimizar os danos provocados por esse vírus em seus cultivos. Já que 

surtos provocados pela doença da síndrome da mancha branca (WSSD) estão associados ao 

manejo, tais como densidades impróprias, mudanças bruscas de salinidade ou de temperatura 

(GRANJA et al., 2003; LIN et al., 2012; VIDAL et al., 2001). 

Diante da incidência persistente do WSSV nas fazendas de cultivo no Estado do  Ceará, 

e das várias questões sobre seu modo de infecção e propagação ainda não serem esclarecidas 

(SÁNCHEZ-PAZ, 2010), além de nenhum estudo ter sido publicado até o momento sobre os 

genótipos do vírus e sua variabilidade no Estado do Ceará, este trabalho buscou utilizar 

marcadores moleculares para investigar a presença e a epidemiologia do WSSV em fazendas 

do Estado.  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Geral 

 

Identificar e caracterizar molecularmente variantes genotípicas do Vírus da Síndrome da 

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

Ceará. 

2.2 Específicos 

 Investigar a influência de parâmetros técnicos e sanitários na incidência de WSSV; 

 Detectar a presença do WSSV em fazendas do Estado do Ceará; 

 Caracterizar molecularmente o WSSV através da análise das regiões minissatélites 

ORFs 75, 94 e 125 e das regiões variáveis VRs 14/15 e 23/24; 

 Calcular as unidades de repetição (RUs) dentro das VNTRs para comparação com 

VNTRs de outros isolados geográficas; 

 Identificar a presença do gene de uma transposase; 

 Sequenciar e realizar uma análise in sílico de regiões variáveis do genoma do WSSV, 

para determinar afiliações filogenéticas aproximadas. 
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DOENÇA DA SÍNDROME DA MANCHA BRANCA NA CARCINICULTURA 
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3 CAPÍTULO I - DOENÇA DA SÍNDROME DA MANCHA BRANCA NA 

CARCINICULTURA 

 
Desde a década de 80, quando a criação de camarão cresceu exponencialmente em 

diversos países do mundo, foram identificadas doenças infecciosas nesses animais que surgiram 

como fator limitante ao desenvolvimento da carcinicultura. A dispersão de agentes patogênicos 

levou a ocorrência de surtos que geraram grandes perdas econômicas para a atividade 

(LIGHTNER, 1996; BARRACCO, 2004; FLEGEL et al., 2004). 

Dentre essas doenças, destacam-se as causadas por agentes virais que estão entre as 

principais causas de prejuízos econômicas na carcinicultura mundial, e estão listadas pela 

Organização Mundial de Saúde Animal (OIE – World Organization For Animal Health)( 

LIGHTNER, 2011; OIE 2020). A lista inclui nove enfermidades de notificação obrigatória em 

crustáceos, sendo seis destas de etiologia viral, a exemplo da Síndrome da Mancha Branca 

(WSD) (OIE 2020). 

O Virus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV), é um dos principais agentes 

patogênicos responsáveis por infectar diferentes espécies de camarões cultivados em fazendas 

de cultivo, tendo sido detectado com alta virulência 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 produção camaroeira 

foram descritos em muitos países do continente Asiático e da América Latina (SENAPIN et al., 

2011; ARAFANI; GHAZALI; ALI, 2016). Os animais diagnosticados para a Doença da 

Síndrome da Mancha Branca apresentaram em diferentes fases da vida, desde estágios larvais 

ao camarão 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 manifestação de doenças virais nos viveiros de cultivo, estão associados a fatores 

ambientais e a falhas humanas, que atuam como gatilhos para a instalação das enfermidades 

nesses animais (AOKI et al., 2011; CHAKRABORTI; BANDYAPADHYAY, 2011; 

TUMBURU et al., 2012). Condições ambientais estressantes provocadas por mudanças bruscas 

na salinidade e falhas inerentes ao manejo, biossegurança e má qualidade de pós- larvas são 

possíveis agravantes dessas condições (SCHOCK et al., 2013; RAMOS-CARREÑO et al., 

2014). 
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3.1 CARCINICULTURA 

 

 
Atividade que se apresenta como um dos ramos da aquicultura de grande potencial 

econômico e que, por isso, por muito tempo repercutiu em resultados positivos em termos de 

produção e rentabilidade. Contudo, seu crescimento acelerado resultou em problemas de ordem 

ambiental, econômica e social (RIBEIRO et al., 2014). 

No âmbito mundial a carcinicultura teve origem no oriente, mas especificamente na Ásia 

durante a década de 30, fato que concentrou o cultivo de camarões marinhos da espécie Penaeus 

japonicus nessa região, com destaque para países como: Índia, China, Vietnã, Indonésia e 

Tailândia (ROCHA; MAIA, 1998). Atualmente, os países asiáticos, China, Vietnã, Indonésia, 

Índia e Tailândia dominam o mercado mundial, sendo responsáveis por 80% da produção, 

enquanto no continente americano, destacam-se México, Equador e Brasil (FAO, 2018). 

Em 1980, a carcinicultura mundial passou por um rápido crescimento, principalmente 

pelo advento de novas tecnologias, a exemplo de mudanças na obtenção das larvas com o 

estabelecimento de larviculturas em substituição ao uso de pós-larvas silvestres, que tornavam 

o cultivo de camarões mais susceptíveis a entrada de patógenos (DA SILVA; PINHEIRO; 

COIMBRA, 2011; LIGHTNER, 2005). Além disso, tecnologias de incubação e avanços na 

reprodução dos camarões são apontados como medidas que impulsionaram a expansão dessa 

atividade (DA SILVA; PINHEIRO; COIMBRA, 2011; LOTZ, 1997). 

O camarão 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 produção global causada pelo incremento médio de 298% na criação de Litopenaeus 

vannamei, espécie que mais cresceu e domina o setor, sendo responsável por 78% de todo 

camarão produzindo mundialmente (ROCHA, 2016). 

 
3.2 A CARCINICULTURA BRASILEIRA 

 

 
O Brasil deu seus primeiros passos para implantação de uma carcinicultura sólida e 

representativa no mercado mundial, na década de 70. A princípio, inúmeras tentativas voltaram-

se para o cultivo da espécie exótica 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 início 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 país se consolidou como um dos maiores produtores 
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das Américas, principalmente pelo domínio da tecnologia de produção do camarão L. vannamei 

e as condições climáticas favoráveis (POERSCH et al., 2006). Nesse período, houve um 

aumento de 50 % na produção, atingindo 90.190 toneladas e uma produtividade média de 6 

ton/ha/ano (ROCHA et al., 2004). 

No ano de 2004, a expansão 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 país foi atribuída também à 

grande concorrência com países asiáticos, ao excesso de chuvas e à desvalorização do dólar 

atrelada à ação “antidumping” realizada em 2003 pelos EUA (XIMENES et al., 2011). 

Todos esses acontecimentos afetaram a carcinicultura do país durante anos, que 

sobreviveu graças ao surgimento de um mercado interno que consumiu quase toda a produção 

nacional, abrangendo em 2010, 97,1% (XIMENES et al, 2011). Em 2014, o país voltou a dar 

sinais de recuperação no mercado externo com exportações para a Espanha e França (BORBA, 

2014). E, atualmente, enfrenta graves perdas econômicas devido a presença de enfermidades de 

difícil controle, a exemplo do vírus da síndrome da mancha branca (WSSV) (ROCHA, 2011; 

ABCC, 2017). 

 
3.3 CARCINICULTURA NA REGIÃO NORDESTE DO BRASIL 

 

 
A carcinicultura desenvolvida na região Nordeste é responsável por 90% de toda a 

produção nacional. Os estados do Ceará e Rio Grande do Norte são os maiores produtores, 

produzindo juntos uma quantidade estimada em 50 mil toneladas. A liderança atual está com o 

estado do Rio Grande do Norte, com o estado do Ceará ocupando a segunda posição como 

maior produtor nacional (IBGE, 2019).  

No Estado do Rio Grande do Norte, a carcinicultura teve apoio do governo através da 

implantação do “Projeto Camarão” durante a década de 70. Contudo, não foi suficiente para a 

carcinicultura da região deslanchar, pois pouco foi investido em tecnologia e não houve boa 

adaptação do camarão 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 camarão marinho iniciou-se no Estado do Ceará na década de 80, 

enfrentando uma série de dificuldades, assim como em todo o país. No entanto, o crescimento 

da atividade no Estado deu-se principalmente pela alta produtividade do camarão Litopenaeus 

vannamei, que encontrou um ambiente favorável ao seu desenvolvimento, além de incentivos 

governamentais e evolução do empresariado do setor, que passou a se capacitar para administrar 

seu agronegócio (COSTA et al., 2009). 

A região Nordeste detém a grande maioria das fazendas de camarões do Brasil, além 
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disso é onde estão situados praticamente todos os laboratórios pós-larva. Essas características, 

atreladas a investimentos governamentais, mão-de-obra barata e boa aceitação do produto, 

tornam essa região referência no cenário mundial (CAMPOS, 2006; ABCC, 2013). 

De acordo com Sampaio, Costa e Sampaio (2008), a carcinicultura no Nordeste trouxe 

benefícios econômicos e sociais, tais como melhorias nas condições de vida de muitos 

municípios da região desde a expansão da atividade. Ainda segundo estes autores, o setor 

agropecuário do Nordeste precisa que a carcinicultura se mantenha firme na geração de 

emprego e renda, mostrando a grande importância da atividade. 

 
3.4 DESENVOLVIMENTO DA CARCINICULTURA NO ESTADO DO CEARÁ 

 
 

A carcinicultura cearense acompanhou o desenvolvimento da carcinicultura brasileira, 

que atingiu seu recorde de produção no ano de 2003, com uma produção estimada em 90.190 

toneladas de camarão. Tendo o Estado do Ceará contribuído com 25.915 toneladas de camarões, 

correspondendo a 28,7% de toda a produção nacional, colocando o Estado na posição de 

segundo maior produtor do Brasil (ABCC, 2017). 

Nesta mesma época a primeira colocação 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 Ceará assumiu em 2010 a 1ª 

colocação como maior produtor nacional, posição atualmente recuperada pelo estado do Rio 

Grande do Norte (ABCC, 2017, IBGE, 2019). 

O Ceará assim como todos os produtores de camarão da região Nordeste, conseguiram 

superar os entraves provocados pela lei antidumping, pelo processo cambial e as percas na 

produção devido a presença do vírus da mionecrose infecciosa (IMNV) nos viveiros de cultivo 

a partir de 2004. Assim, o setor continuou sua expansão nos anos seguintes, colocando os 

municípios cearenses como destaque no âmbito nacional. Neste período, o município de Aracati 

tornou-se líder do ranking com 12,56 mil toneladas, seguido pelos municípios de Acaraú, 

Jaguaruana e Beberibe (ABBC, 2017). 

Porém, no ano de 2016 o Estado do Ceará foi acometido de forma severa pelo vírus da 

síndrome da mancha branca (WSSV) (ABCC, 2017). E, de acordo com Nunes e Feijó (2016) o 

vírus disseminou-se pelas fazendas da região do baixo Jaguaribe onde situam-se os principais 

municípios produtores. E até hoje, trabalhos buscam uma forma de controle e mitigação do 

vírus no Estado do Ceará, bem como em outros Estados do Brasil. 

 

 
3.4.1 Classificação climática dos principais municípios produtores de camarão do Estado 

do Ceará 
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O Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente – UNEP (BARROW, 1992), 

adota uma classificação climática de acordo com o índice de aridez para diversos postos 

pluviométricos do Estado do Ceará (Figura 1). Dividindo as regiões em Semiárido, Semiúmido 

seco, Subúmido úmido e Úmido. 

Algumas mudanças devido a baixa pluviosidade encontrada no Estado do Ceará, quatro 

anos após a primeira classificação em 1992 que perdurou até 2012, permitiu reclassificar alguns 

municípios. O município de Aracati foi um dos municípios que sofreu alteração, passando de 

Subúmido seco para Semiárido (FUNCEME, 2020). 

De acordo com o Censo da Carcinicultura do Litoral Sul do Estado do Ceará e Zonas 

Interioranas Adjacentes 2015/2016, 15 municípios possuem fazendas ativas na Região Sul 

(Litoral leste e Vale Jaguaribe) são eles: Alto Santo, Aracati, Aquiraz, Beberibe, Cascavel, 

Fortim, Icapuí, Itaiçaba, Jaguaribara, Jaguaribe, Jaguaruana, Limoeiro do Norte, Morada Nova, 

Russas e Horizonte. Os municípios de Jaguaruana e Aracati são os que possuem o maior número 

de produtores ativos da região (ABCC, 2017). A classificação de cada um desses municípios 

está demonstrada no mapa da Figura 1. 

Dessa forma, os municípios de Aracati Jaguaruana e Russas, objetos de estudo dessa 

Tese, estão inseridos no clima Semi-árido. O conhecimento das condições climáticas, revelam-

se de extrema importância para a carcinicultura, principalmente no que se refere ao manejo e 

sanidade dos animais de cultivo (FUNCEME, 2020). 

 

Figura 1 - Mapa da classificação climática do Estado do Ceará 

 

 
Fonte: FUNCEME, 2020. 
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3.4.2 O Rio Jaguaribe no Semiárido Cearense 

 

 
O rio Jaguaribe é importante fonte de captação de água para as fazendas produtores de 

camarão no Semiárido Cearense, composto por uma bacia que engloba cerca de 50% do Estado 

do Ceará, com 610 km de extensão e 74.000 km2 de bacia hidrográfica que drena as partes 

meridional e oriental do Estado, desaguando no oceano Atlântico (ABREU; LACERDA; 

MARINS, 2003). O rio é considerado o maior rio seco do mundo (CAMPOS, 2006). 

Atualmente, assim como em grande parte dos rios da região Nordeste, o rio Jaguaribe é 

constituído por drenagens de pequeno, médio e grande porte. A barragem do Castanhão, com 

6,7 bilhões de m3 de armazenamento de água, destaca-se como a principal garantia de água para 

o Estado do Ceará (CAVALCANTE; CUNHA, 2012; SANTOS et al., 2017). 

 

 
3.4.3 Estuário do Rio Jaguaribe 

 

 

Estuários são definidos como sendo um corpo de água costeiro semifechado com ligação 

livre com o oceano aberto, no interior do qual a água do mar é diluída pela água doce oriunda 

da drenagem continental (HOBBIE, 2000). Porém, as regiões semiáridas não podem ser assim 

definidas, pois são caracterizadas por curtos períodos de chuvas e longos períodos de seca, razão 

pela qual são denominados de estuários hipersalinos, cujo aporte de água doce somente ocorre 

durante as épocas chuvosas do ano (POTTER, 2010). 

Com isso, a classificação que melhor define as regiões semiáridas é adotada por Day 

(1980, 1981): Um estuário é um corpo de água parcialmente fechado no qual é também 

permanentemente ou periodicamente aberto para o mar e dentro do qual existe até certo ponto 

uma variação de salinidade devido à mistura de água do mar com água doce derivada da 

drenagem terrestre. 

A região estuarina do rio Jaguaribe está localizada no litoral leste do Estado do Ceará, 

região de maior produção e detentora do maior número de fazendas de cultivo de camarão do 

Estado do Ceará. O estuário possui uma extensão de 36 km e ocupa uma área de 

aproximadamente 1.350 km2, envolvendo os municípios de Fortim, Aracati e Itaiçaba 

(SEMACE, 2020). 

 
3.5 CAMARÃO MARINHO Litopenaeus vannamei 

 
 

O camarão marinho inicialmente classificado como Penaeus vannamei (BOONE, 1931) 

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

vannamei, pertence à família dos camarões Peneídeos, nativo da costa leste do oceano pacífico, 
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entre a região costeira do México e Peru (FAO, 2016). Conhecido popularmente pelo nome  

comercial “camarão-branco-do-pacífico” ou “camarão cinza”, foi trazido ao Brasil no ano de 

1981, onde a princípio foi cultivado em viveiros do estado do Rio Grande do Norte (TAVARES; 

MENDONÇA, 1996). 

L. vannamei é uma espécie tipicamente eurialina, sendo capaz de suportar diferenças de 

salinidade entre 0,5 e 40 ppt. Por isso, e pela sua capacidade de tolerar variações ambientais, 

além da sua elevada rusticidade, tornou-se a espécie de camarão mais cultivada mundialmente 

(FONSECA et al., 2009). 

 
3.6 CULTIVO EM ÁGUAS OLIGOHALINAS 

 

 

Até o início dos anos 90 o camarão Litopenaeus vannamei tinha sua produção restrita 

as regiões litorâneas, porém, o elevado custo de implantação decorrente dos altos valores 

territoriais representavam limitação a seu desenvolvimento nessas regiões. Diante desses 

entraves, vários estudos traçaram estratégias visando o desenvolvimento da atividade em 

regiões interioranas, utilizando águas oligohalinas, visto que os valores das terras no interior 

são muito inferiores as terras no litoral (PESSÔA 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 áreas litorâneas almejando alternativas pra 

especulação imobiliária e maior controle de enfermidades, até que os primeiros cultivos em 

águas oligohalinas e doce demonstraram viabilidade econômica e técnica. 

A grande demanda internacional atrelada a sua capacidade de cultivo em baixa 

salinidade permitiu que a atividade se desenvolvesse em regiões interioranas, impulsionando  o 

mercado da carcinicultura em países como Estados Unidos (Arizona, Texas, Alabama e 

Flórida), Equador, Panamá e Brasil (FIGUEIRÊDO et al., 2006; FONSECA et al., 2009). 

Apesar do sucesso da instalação de fazendas de cultivo de camarões L. vannamei em 

áreas interioranas, existem limitações, principalmente em relação as regiões semiáridas do 

Nordeste do Brasil, tais como, baixa disponibilidade hídrica, reduzido conhecimento técnico e 

prático dos carcinicultores e distância dos fornecedores de insumos. Contrapondo a limitação 

hídrica, este pode ser um problema solucionado pela atividade, já que poços podem ser fonte 

de captação de água e serem úteis durante os períodos de seca típicos do clima semiárido. A 

mão de obra capacitada, devido ao conhecimento das características da região, bem como água 

com boa qualidade física e química para o cultivo, que também são fatores benéficos ao cultivo 

em águas oligohalinas (PESSÔA et al., 2016). 

 
3.7 SÍNDROME DA MANCHA BRANCA (WSD) 
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A WSSD é uma enfermidade causada pelo Vírus da Síndrome da Mancha Branca (White 

Spot Syndrome Virus - WSSV) (OIE, 2020; LIGHTNER, 2011). Este patógeno foi 

recentemente incluído pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) como o único 

membro do novo gênero Whispovirus dentro da família Nimaviridae (OIE, 2020). 

A síndrome da mancha branca é uma doença que provoca altas mortalidades nos 

camarões criados em cativeiro, podendo atingir até 100% entre 2 e 7 dias (CHOU et al., 1995). 

Seus principais sinais clínicos são evidenciados pela presença de manchas brancas na região 

interna do exoesqueleto de camarões L. vannamei, embora possam se distribuir ao longo de 

todo o corpo destes animais. As causas dessas lesões não estão totalmente esclarecidas, 

suspeitando-se que a deposição anormal de sais de cálcio seja responsável por sua aparência 

macroscópica (LIGHTNER, 2011). 

Além da presença de manchas brancas, sintomas como coloração avermelhada / rosada 

e tornar-se moribundo são característicos da doença (CHOU et al., 1995; 

WONGTEERASUPAYA et al., 1996). A enfermidade pode ocorrer em todas as fases de vida 

do camarão, porém é com um ou dois meses de povoamento em viveiro de engorda, com 

gramatura de aproximadamente 3-5g, que são mais susceptíveis (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 presença de alterações na qualidade da água, 

principalmente em relação a mudanças bruscas em parâmetros como salinidade e temperatura. 

Em condições experimentais, à temperatura controlada de 32ºC, ocorre inibição da 

multiplicação viral, mas à 25ºC a letalidade da doença pode alcançar 100%. Esse fenômeno 

explica a predominância da doença em períodos com temperaturas mais amenas, tomando como 

referência o clima do Nordeste, ou em estados como Santa Catarina que devido ao frio 

característico da região foi bastante afetado pelo WSSV e que ainda hoje sofre para manter seu 

controle e disseminação (LIGHTNER, 2011). 

Seu agente etiológico, o vírus da síndrome da mancha branca (WSSV), possui DNA fita 

dupla e um dos maiores genomas conhecidos entre os vírus. com aproximadamente 300 kbp 

(YANG et al., 2001). Dieu et al. (2004) e Marks et al. (2004), analisando os genomas dos três 

isolados de WSSV disponíveis (China, Taiwan e Tailândia), identificaram que algumas dessas 

regiões podem ser utilizadas como marcadores moleculares em estudos evolutivos e 

epidemiológicos. 

 
3.8 MARCADORES MOLECULARES 

 
 

Marcadores moleculares são ferramentas utilizadas para identificar variações 

polimórficas a nível de DNA, em indivíduos, espécies e/ou grupos taxonômicos (ZHANG et 
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al., 2012). Um marcador molecular ideal deve obedecer a dois critérios de classificação: 

especificidade da fonte e comportamento conservador. A especificidade de um marcador está 

associada à sua eficiência de ligação a uma determinada fonte, enquanto o comportamento 

conservador é essencial para sua eficácia, pois o mesmo não deve ser influenciado pelo 

ambiente (MARTINS, 2017). 

Em estudos aplicados a aquicultura, os marcadores moleculares mais utilizados são os  

 

microssatélites (SSR, do inglês Simple Sequence Repeats) e os de polimorfismo de nucleotídeo 

único (SNP, do inglês Single Nucleotide Polymorphism) (ZHANG et al., 2012). Esses 

marcadores caracterizam-se por terem alto nível de polimorfismo, capacidade de 

reprodutibilidade e classificarem-se como codominantes, possibilitando a diferenciação entre 

os loci em homozigose daqueles em heterozigose (LIU; CORDES, 2004). 

Na Carcinicultura o uso de marcadores moleculares têm sido empregados nos últimos 

anos, como aliados em estudos de melhoramento genético, análise de parentesco, além de 

estudos sobre a diversidade genética e evolução de camarões peneídeos (ANDRIANTAHINA; 

LIU; HUANG, 2013; CIOBANU et al., 2010; MARALIT et al., 2014; YU et al., 2014). 

 
3.9 VARIAÇÕES GENOTÍPICAS NO GENOMA DO WSSV 

 
 

O genoma completo do vírus da síndrome da mancha branca (WSSV), foi depositado 

pela primeira vez nas bases de dados do GenBank, obtido a partir de três isolados geográficos, 

oriundos da Tailândia (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 comparação entre esses diferentes isolados geográficos de 

WSSV, possibilitou a identificação de regiões gênicas com 95% de identidade, mas também de 

regiões variáveis, que atualmente são empregadas para a determinação de variantes virais e 

estudo da origem e dispersão do vírus no tempo e no espaço (DIEU et al., 2004; GUDKOVS; 

MURWANTOKO;  WALKER,  2014;  RODRÍGUEZ-ANAYA et  al.,  2016). Além  disso,  a 

variação em vários loci sugere que o vírus 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 regiões com sequências de repetição em tandem (VAN HULTEN et al., 2001). Até o 

momento, pouco se sabe sobre a função da maioria dessas ORFs. São conhecidas algumas das 

principais regiões variáveis, que são elas: uma região propensa a recombinação ORF14/15, uma 

região com uma grande deleção ORF23/24, três regiões minissatélites com repetições in tandem 

de número variável (variable number of tandem repeats - VNTRs) denominadas ORF 75, 94 e 

125, uma sequência de uma transposase presente apenas no WSSV-TW e deleções de base única 
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e polimorfismos de base única (single nucleotide polimorphisms – SNPs) (MARKS et al. 2004). 

As VNTRs foram propostas para serem marcadores em estudos epidemiológicos (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 

úteis na identificação de mudanças evolutivas do WSSV (MARKS et al. 2004). A distribuição 

dessas regiões no genoma do WSSV pode ser visualizada na representação esquemática do 

genoma de um isolado da China (WSSV-CH) na Figura 2. 

 
Figura 2 - Representação esquemática da localização das regiões variáveis do genoma do 

WSSV-CH. (hr) regiões homólogas (ORF ou O) janela aberta de leitura 

 

 
 

 

 
Outras sequências completas do genoma do WSSV foram depositadas nos últimos anos, 

provenientes de isolados da Coréia do Sul (WSSV-KR; CHAI et al., 2013; Acc. No. JX515788) 

do Egito (Acc. No. 76 KR083866), três sequências 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 sequência proveniente de um isolado da Austrália (OAKEY; 

SMITH, 2018 Acc. No. MF768985.1), além de uma sequência do genoma parcial proveniente 

do México (RODRÍGUEZ-ANAYA et al., 2016) Acc. No. KU216744.1). 
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RESUMO – Alterações nos parâmetros de cultivo como variações bruscas de 

temperatura e salinidade têm sido associados à presença de altas mortalidades por 

WSSV nas fazendas de cultivo e, por isso, este trabalho objetivou analisar a influência desses 

parâmetros na incidência de WSSV em fazendas de cultivo de camarão do Estado do Ceará. Foi 

aplicado um questionário semiestruturado desenvolvido utilizando o software Epi infoTM 7, 

para ser respondido por responsáveis técnicos de fazendas localizadas nos municípios de 

Aracati, Jaguaruana e Russas no Estado do Ceará, entre os meses julho de 2017 a setembro de 

2019. As informações quanto ao porte dos empreendimentos, qualidade da água, 

monitoramento de parâmetros como temperatura e salinidade e histórico de enfermidades, 

foram obtidas pela aplicação dos questionários, que foram tabuladas em planilhas do Excel e 

analisadas por estatística descritiva. A incidência de WSSV foi verificada pela análise 

presuntiva dos camarões, realizada a partir da análise macroscópica do camarão fresco e por 

microscopia óptica. Os questionários aplicados permitiram o levantamento de informações 

quanto a fonte de captação de água, mostrando ser variável dentro das fazendas em estudo. Foi 

possível inferir que a salinidade não foi determinante para incidência de WSSV, pois ambientes 

com diferentes salinidades parecem ter sido acometidos e que a temperatura é determinante na 

incidência de mortalidade, principalmente em épocas mais frias do ano. Constatou-se ainda 

reincidência da presença de WSSV em fazendas acometidas pelo surto de 2016 e que um melhor 

monitoramento dos parâmetros de cultivo é indispensável no controle de enfermidades, tendo 

sido relatado importante recuperação dos viveiros de cultivo com o controle adequado da 

temperatura e qualidade da água. A análise presuntiva possibilitou estimar o grau de severidade 

dos sinais clínicos do camarões de cultivo, tendo sido adotados scores de 0 a 4, de acordo com 

Lightner (1996). Foram adotados scores entre 3 e 4 para o parâmetro quanto a deposição de 

calcário no cefalotórax, estes scores foram prevalentes em animais com gramatura média entre 

2,3 a 4,8g, sugerindo que animais com peso de até 5g podem ter mais predisposição a infecção 

por WSSV. Assim, considerando o impacto que o WSSV pode causar as fazendas de cultivo de 

camarão do Estado do Ceará, este estudo comprovou a importância do acompanhamento diário 

dos parâmetros de cultivo e sua influência em animais mais jovens, entre 3 e 5g, na incidência 

do WSSV, gerando dessa forma, dados científicos e uma contribuição ao setor produtivo. 

 

Palavras-chave: Análise presuntiva, Salinidade, Temperatura, Vírus da Síndrome da Mancha 

Branca. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 
 

No Brasil, o cultivo do camarão marinho Litopenaeus vannamei ocorre principalmente 

na região Nordeste do país, sendo produzido de forma semi-intensiva em tanques localizados 

em águas costeiras e interiores (SUPLICY et al., 2017). 

O Estado do Ceará é hoje o segundo maior produtor de camarão do Nordeste, mas assim 

como outros estados do país, teve sua produção impactada no ano de 2016 pelo Vírus da 

Síndrome da Mancha Branca (WSSV) (IBGE, 2019). Antes disso, a carcinicultura cearense 

estava em constante expansão, atingindo em 2015 uma produção equivalente a 41.414 

toneladas, consolidando-o como maior produtor nacional (ABCC, 2017). 

Apesar do WSSV já ter sido identificado no Estado do Ceará em anos anteriores, 2005 

e 2007, foi em junho do ano de 2016 que o vírus atingiu os polos produtores cearenses causando 

danos severos a produção e afetando a economia do Estado ( ABCC, 2017; FEIJÓ  et al., 2013). 

Diante de mais esse desafio para o setor da carcinicultura do Estado do Ceará, novos métodos 

de cultivo precisaram ser adotados para que os produtores passassem a conviver com a epidemia 

que se instalava. Estratégias já utilizadas em outros países para o controle do WSSV foram 

adaptadas nas fazendas de cultivo do Ceará, tais como: redução da densidade de estocagem para 

menos de 10 camarões/ m2 nos meses mais frios do ano; manutenção da temperatura em 

sistemas de estufa; adoção de policultivos com tilápia, onde e quando a salinidade da água 

permitisse (SUPLICY et al., 2017). 

Uma das principais características do Vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) é 

sua capacidade de replicação viral sob condições de estresse (Lo et al., 2005). Desta forma, 

alterações nos parâmetros de cultivo como variações bruscas de 

temperatura e salinidade têm sido associados à a presença de altas mortalidades por 

WSSV nas fazendas de cultivo (FEGAN; CLIFFORD, 2001) O que justifica nosso estudo sobre 

a influência de parâmetros técnicos e sanitários na incidência do WSSV em fazendas do Estado 

do Ceará. 

 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.2.1 Área de Estudo e Seleção das fazendas 

 

Um total de 17 Fazendas situadas nos municípios de Aracati, Jaguaruana e Russas 

(Figura 1) foram selecionadas para este estudo, onde o primeiro e o segundo representam os 

dois principais polos produtores do Estado do Ceará de acordo com o Censo da Carcinicultura 

do Litoral Sul do Estado do Ceará e Zonas Interioranas Adjacentes 2015/2016 (ABCC, 2017) 

e o terceiro município escolhido pela proximidade com esses dois grandes polos. 
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As fazendas foram identificadas a partir de informações obtidas diretamente com os 

produtores, através de vendedores de rações, de engenheiros de pesca e de responsáveis 

técnicos, buscando alcançar o maior número de empreendimentos em atividade nos municípios 

em estudo. Após esta etapa de identificação e visita aos locais, as fazendas foram selecionadas 

mediante presença de mortalidades e histórico de enfermidades (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Número de fazendas estudadas por ano de coleta. 

 

Municípios  Ano de coleta e Identificação das Fazendas 

 2017 Fazendas 2018 Fazendas 2019 Fazendas 

Aracati 3 F3, F4, F7 3 F3, F4, F7 5 (-)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 - 

Figura 1 - Localização dos municípios do Estado do Ceará que compõem a área de estudo 
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F= Fazenda (-) = fazenda não analisada neste ano; Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 

4.2.2 Caracterização Técnica e Sanitária 

 

Foi aplicado um questionário semiestruturado desenvolvido utilizando o software Epi 

infoTM 7, contendo 22 questões com perguntas de caráter técnico e sanitário. Os 

questionamentos envolveram assuntos desde o ano que a fazenda começou a operar, seu 

tamanho, densidade de cultivo (camarão/m2), forma de captação de água, sistema de renovação 

de água, acompanhamento dos parâmetros físico-químicos, além do histórico de doenças (anexo 

1). 

De acordo com as informações obtidas nos questionários as fazendas foram classificadas 

quanto ao porte do empreendimento seguindo as categorias adotadas pela ABCC, 2017: micro 

(≤5,0 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 à salinidade da água que abastece os cultivos (Tabela 2). As informações 

levantadas pela aplicação dos questionários foram tabuladas em planilhas do Excel e analisadas 

por estatística descritiva. 

 

4.2.3 Análise Presuntiva 

 

No total, foram amostradas 17 fazendas a partir de três coletas, realizadas em julho de 

2017, maio e julho de 2018 e agosto e setembro de 2019. Foram coletadas amostras de 10 

camarões 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 três anos de coleta. Os 

animais coletados possuíam gramaturas entre 2 e 10g e foram capturados diretamente das 

bordas dos viveiros com o auxílio de tarrafas e transportados em recipientes plásticos com gelo 

para o Laboratório de Sanidade Aquática da Universidade Federal Rural do Semi-árido – 

UFERSA. 

A análise presuntiva ou a fresco é uma técnica empregada para monitorar o estado de 

saúde dos organismos por meio da identificação de características morfológicas típicas de 

diversas patologias que acometem o camarão de cultivo. Porém, este trabalho restringiu-se a 

avaliar a influência dos sintomas apresentados para a incidência do Vírus da Síndrome da 

Mancha Branca (WSSV). A princípio foi realizada uma observação macroscópica para 

identificar características visuais e em seguida procedeu-se a montagem das lâminas e 

observação direta de tecidos em microscópio óptico com objetivas de 10, 20, 50 e 100 X 

(LIGHTNER, 1996; AGUIRRE-GUSZMÁN; SÁNCHEZ-MARTÍNEZ, 2005).  

Para a pesquisa de sintomas típicos da infecção por WSSV, fragmentos do exoesqueleto 

são mais indicados para o estudo. Sintomas indicativos da presença do vírus incluem: a presença 

de manchas brancas no exoesqueleto dos camarões, apêndices avermelhados, cutícula solta, 
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redução na taxa de alimentação e letargia (LO et al., 1996; LIGHTNER et al.,1998). 

Os animais foram analisados individualmente e tiveram o grau de severidade dos sinais 

clínicos 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 - Classificação quantitativa do grau de severidade da infecção. 

 

Grau de Severidade Sinais Clínicos 

0 Não apresenta sinais de infecção por patógenos, 

parasitas ou epicomensais. Não apresentam 

lesões características de síndrome. 

1 Presença baixa de patógenos, parasitas ou 

epicomensais. Quantidade acima do padrão de 

limite normal (quando existe). São observadas 
poucas lesões características da síndrome. 

2 É observada a presença em pequena e moderada 

quantidade de patógenos, parasitas ou 

epicomensais. São observadas muitas lesões 

características da síndrome. Aumento da 

mortalidade se não existe um tratamento 
(quando existe). 

3 É observada presença de moderada quantidade de 

patógenos, parasitas ou epicomensais. 

Observam-se muitas lesões características da 

síndrome. Potencialmente letal se não se aplica 
tratamento (quando existe). 

4 São observadas grande quantidade de patógenos, 

parasitas ou epicomensais. São observadas 

severas lesões causadas pela síndrome. Letal, 
apresentando alta mortalidade. 

Fonte: Lightner (1996) 

 
 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

No ano seguinte ao surto de 2016 (ABCC, 2017), este trabalho iniciou suas pesquisas 

com a visita técnica aos empreendimentos dos municípios de maior representatividade 

econômica para a carcinicultura do Estado do Ceará, Aracati e Jaguaruana. De acordo com o 

Censo da Carcinicultura do Litoral Sul do Estado do Ceará e Zonas Interioranas Adjacentes 

2015/2016, esta região possui 148 e 202 fazendas ativas respectivamente. Buscou-se assim 

delimitar áreas de estudos que apresentavam melhor acessibilidade, e onde se concentrava 

maior numero de empreendimentos que se disponibilizaram a participar deste estudo, incluindo 

fazendas do município vizinho, Russas, com três fazendas ativas.  

Neste estudo, 30 % das fazendas coletadas em 2017 e 2018 descreveram no momento 

da coleta, problemas associados a variações de temperatura entre 27 e 29ºC. Em todas as 

fazendas essa margem de temperatura esteve relacionada ao momento de maior mortalidade. 

Essas observações corroboram com as observações dos parâmetros 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 doença ocorre de forma mais expressiva causando sérios 

prejuízos econômicos para o Estado. 

De acordo com Oidtmann e Stentiford (2011), os principais fatores de risco para o 

desenvolvimento da Doença da Síndrome da Mancha Branca (WSSD) em fazendas, é a 

presença de alterações na qualidade da água, principalmente em relação a mudanças bruscas 

em parâmetros como salinidade e temperatura. Em condições experimentais, à temperatura 

controlada de 32ºC, ocorre inibição da multiplicação viral, mas à 25ºC a letalidade da doença 

pode alcançar 100%. Esse fenômeno explica a predominância da doença em épocas mais frias 

do ano (LIGHTNER, 2011). 

Dentre as oito fazendas visitadas em julho de 2017, a fazenda 8, situada no município 

de Jaguaruana apresentou 90% de mortalidade em seus cultivos, possivelmente provocadas por 

WSSV segundo os produtores responsáveis. A fazenda capta água de poço, com salinidade  em 

torno de 0 g/l, não tendo sido constatado o monitoramento de parâmetros de cultivo neste ano, 

bem como a existência de técnico especializado, que associado ao período 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 possuíam peso médio de 4,7g. 

O município de Jaguaruana assim como, os municípios de Aracati e Russas são 

englobados de acordo com a classificação climática definida pela UNEP (BARROW, 1992) 

(Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente) da ONU, como pertencentes ao clima 

Semi-árido, que possui os maiores índices de precipitações nos meses de março, abril e maio. 

Nos meses de julho a dezembro o tempo fica seco, podendo haver precipitações na Região de 

Aracati por sua posição próxima ao mar (FUNCEME, 2020). Sugerindo que a fazenda 8 possa 

ter sido afetada por intensas chuvas, resultando na redução da temperatura dos viveiros e 

tornando o ambiente favorável a infecção por WSSV. Já 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 análise diária dos parâmetros físico-químicos 

(oxigênio, temperatura e salinidade) para um maior controle da sanidade animal. 

A fazenda 6, amostrada em 2017, no município de Russas, tem como fonte de água o 

rio Jaguaribe, com salinidade de 0,5 g/l. A fazenda é de pequeno porte e não possui histórico de 

mancha branca, porém, apresentou incidência de mortalidade e só realizava o acompanhamento 

dos parâmetros de cultivo apenas 1x na semana, dificultando o manejo adequado em caso de 

discrepâncias nesses parâmetros que podem ocorrer diariamente e serem gatilhos para 

instalação de enfermidades (LIU et al., 2006). Neste mesmo ano, a fazenda 7, localizada no 

município de Aracati e cuja captação de água é proveniente do estuário do rio Jaguaribe, com 
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salinidade de 40 g/l, e que também avaliava somente semanalmente estes parâmetros, 

apresentou mortalidade. Fatores que levaram a diminuição da produção e grandes prejuízos 

econômicos, que culminaram na paralização da atividade tanto da fazenda 6 quanto da fazenda 

7 em 2019 (Tabela 1). 

Os responsáveis 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 Ceará no ano de 2016, 

confirmado na fazenda 7 a partir de análises presuntivas realizadas na própria fazenda e na 

fazenda 8 através do envio de amostras para realização de diagnóstico molecular pela técnica 

de reação em cadeia pela polimerase (PCR).  

É importante relatar a resistência encontrada por fazendas de grande porte, com maior 

capacidade tecnológica, em participar desta pesquisa, algo que se configurou na proibição 

inclusive de seu acesso. Situações que ocorreram mesmo que mais raramente, também, em 

fazendas de micro e pequeno porte. Assim, em sua maioria, 52,9% das fazendas incluídas neste 

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

 
Tabela 2 – Número e porcentagem das fazendas estudadas em relação ao porte do empreendimento e 

área ocupada 

 

Categoria Número de 

Fazendas 

Fazendas % Área (há) % 

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, 

F14, F16, F17 

52,9 330,0 66,3 

Grande 2 F3, F4 11,8 120,0 24,10 

Total 17 - 100 497,80 100 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 
 

De acordo com o questionário aplicado, a maior parte das fazendas (47%) realiza a 

captação de água direto do rio Jaguaribe, enquanto 41,2% capta a água de poços e apenas 11,8% 

das fazendas deste estudo possuem como fonte o estuário do rio Jaguaribe, o que confere 

diferenças na salinidade da água utilizada no cultivo dos camarões Litopenaeus vannamei entre 

as fazendas (Tabela 3). As unidades que produzem em água doce estão localizadas nos 

municípios de Jaguaruana e Russas, regiões com menor disponibilidade de água e nutrientes, 

com água proveniente de poços e do rio. Já as de água salgada são aquelas localizadas no 

município de Aracati, estuário do rio Jaguaribe que tem influência marinha, tendo um maior 

aporte de nutrientes e geralmente entrada da água da maré. 

O camarão Litopenaeus vannamei cultivado em 100% das fazendas estudadas, são 

nativos de ambientes marinhos com salinidade superior a 30 g/l. No Brasil, os primeiros relatos 
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da aclimatação com sucesso dessa espécie em águas com baixas salinidades são  descritos desde 

1998, porém é indispensável o monitoramento deste parâmetro, pois alterações na qualidade 

física e química da água podem ocasionar estresse, afetando a imunidade e tornando-os 

suscetíveis ao ataque de patógenos (KAUTSKY et al., 2000; MENDES; PEDRESCHI, 1998). 

L. vannamei é uma espécie tipicamente eurialina (FONSECA et al., 2009), comprovada 

pela sua elevada capacidade de osmorregulação à carcinicultura do Estado do Ceará, onde se 

podem observar três grupos distintos quanto à salinidade da água utilizada nos cultivos: doce, 

oligohalina e eurihalina (Tabela 3). 

 
Tabela 3– Número de fazendas em relação a categoria de águas adotada por Boyd (2001) 

 
 

Categorias Salinidade (g/l) Aracati Jaguaruana Russas Total 

Doce ≤ a 0,5 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 30,1 – 40 F3, F7 0 0 2 

Hiperhalina ≥ a 40,1 0 0 0 0 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 

 
De acordo com as respostas dos questionários verificou-se que a análise dos parâmetros 

físico-químicos 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 

os parâmetros apenas 1x por semana ou ocasionalmente quando diante de alguma problemática 

no manejo do cultivo. No entanto, 64,7% de todas as fazendas analisadas não observaram 

alterações nessas variáveis durante os eventos de mortalidade. A recirculação de água é uma 

medida adotada por 100% das fazendas, embora o tratamento desses efluentes seja realizado 

em apenas 30% delas, por calagem e/ou desinfecção com  cloro, fazendo com que 70% das 

fazendas que captam água do rio Jaguaribe despejem seus efluentes diretos na sua fonte de 

captação. Nakano et al. (1994) e Wu, Wang e Zhang (2005) afirmam que o despejo de águas 

não tratadas nos efluentes é considerado um dos principais meios de contaminação de cultivos. 

Em 100% das fazendas foi relatado a presença constante de animais invasores como 

aves, caramujos e camarões nativos do ambiente, chamando atenção para os estudos de 

Sánánchez‐Martínez, Aguirre‐Guzmán e Mejía‐Ruíz (2007) que descrevem a influência de aves 

na transmissão de WSSV entre fazendas de cultivo. 

Em relação ao Histórico de enfermidades, 95% das fazendas afirmaram já terem sido 
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acometidas por uma ou mais das três doenças comuns aos viveiros de cultivo da região nordeste 

do Brasil: Mionecrose infecciosa (NIM), Vibriose (Vibrio sp.) e Síndrome da Mancha Branca 

(WSSD). Tendo sido estas as únicas doenças relatadas por estes produtores dentre as doenças 

incluídas no questionário. A presença de WSSV só foi confirmada em 35,3% das fazendas, com 

23,52% sendo confirmada por análise presuntiva (F3, F4, F6, F7) e 11,8% por análise molecular 

(PCR) (F5, F8), nos anos de 2017 e 2018. Esse levantamento constata que a grande maioria das 

fazendas não realizavam qualquer diagnóstico confirmatório para o WSSV e que os relatos da 

sua presença em anos anteriores não podem ser comprovados, o que reitera a importância deste 

trabalho em associar os parâmetros de cultivo com a incidência de WSSV no Estado do Ceará. 

Um total de 64,7% das fazendas, associam suas mortalidades no ano de 2016 ao surto 

de WSSV, o que levou a paralisação da atividade por algumas fazendas e o enfrentamento de 

severas crises econômicas para aqueles que continuaram produzindo mesmo diante das 

dificuldades. Porém, 41,1% afirmam que passaram a adotar medidas preventivas após este 

surto, tais como diminuição da densidade que variou entre 8 e 10 camarões/m2, medida 

importante já que segundo relatos na literatura, o aumento da densidade influencia no aumento 

do desenvolvimento de doenças (SPAARGAREN, 1998; BELAK et al., 1999;). Além disso, 

aumentou-se a utilização de probióticos, a contratação de mão de obra qualificada e a busca por 

melhores rações. 

A eficácia 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 períodos. Nestes anos, foi possível identificar 

sintomatologias características da presença de WSSV nesta fazenda, tais como 

letargia,apêndices avermelhados e animais moribundos. A fazenda localiza-se no município de 

Jaguaruana com captação da água de poços e salinidade próxima a 0 g/l. Em 2017 a fazenda 

encontrava-se devastada, com índice de sobrevivência 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 análise molecular com infecção de WSSV. Porém, 

em 2019 a fazenda se apresentou bem estruturada pela aplicação de medidas de controle da 

temperatura, salinidade e adoção de probióticos com evidente recuperação dos viveiros de 

cultivo. Em 2019, o índice de sobrevivência foi de 80% segundo o produtor e não observou-se 

sinais clínicos característicos de WSSV nos animais de cultivo, divergindo dos anos anteriores. 

Diante da presença de mortalidade e do histórico de enfermidades apresentados pelas 

fazendas deste estudo, considerou-se relevante a realização de um diagnóstico presuntivo para 

WSSV em amostragens de camarões Litopenaeus vannamei, que em trabalhos posteriores serão 

utilizadas para confirmação molecular. 

A primeira etapa da análise presuntiva, consistiu na visualização macroscópica dos 

camarões coletados no campo, imediatamente após 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 única fazenda no qual 

os animais apresentaram sinais clínicos de possível infecção por WSSV, as demais foram 

assintomáticas. Na Figura 2A nota-se a presença de cromatóforos expandidos e antenas e 

urópodos avermelhados, indicando estresse, que também pode ser evidenciado na Figura 2B 

com urópodos sugerindo elevado estresse animal. Alterações nos parâmetros sanitários 

resultantes da exposição a fatores ambientais, podem provocar modificações na homeostase e 

causar estresse animal, que funciona como gatilho para o desenvolvimento de doenças nos 

sistemas de cultivo (LEE e WICKINS, 1992; DE LA VEGA et al., 2004; LIU et al., 2006). 

 

 
Acervo do autor, 2017. 

 

Para a realização da segunda etapa foi feita a dissecação dos camarões para exame do 

hepatopâncreas (deformidades e quantidade de lipídios), do cefalotórax (depósito de calcário 

na carapaça), do trato digestivo (repleção), de epicomensais (sujeiras e protozoários nas 

brânquias) e da presença de necrose (musculatura esbranquiçada, opaca ou manchas negras) 

(anexo 1). Para cada item avaliado foi atribuído um grau de severidade seguindo a escala de 0 

a 4 descrita por Lightner (1996) e Cuéllar-Anjel (2008). Os resultados estão expostos na Tabela 

4 pelas medianas obtidas de 10 camarões coletados por fazenda, para cada um dos parâmetros 

avaliados. 

Os resultados do exame a fresco demonstraram haver presença de alterações na 

quantidade de lipídios, que pode ser observado na Figura 3A, que demonstra baixo 

preenchimento de lipídeos nos túbulos do hepatopâncreas. Esta característica é indicativa de 

baixa nutrição animal e presença de microrganismos patogênicos (MENDES et al., 2007). Na 

Figura 3B é possível visualizar a presença de deposições de calcário na região do cefalotórax, 

e ambos os sinais clínicos podem sugerir presença de WSSV. Trata-se de fotomicrografias 

obtidas no ano de 2018 em animais da fazenda 2. 

 

 

Figura 2 - Análise macroscópica de camarões com a presença de cromatóforos expandidos e 

antenas e urópodos avermelhados, indicando estresse. 
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Figura 3 - Fotomicrografia dos túbulos do hepatopâncreas (A) e da região do cefalatórax (B) 

analisados por exame a fresco. 
 

Acervo do autor, 2018. 

 

Organismos epicomensais e alterações no trato digestivo também foram encontradas e 

estão descritas na Tabela 4 de acordo com a mediana dos scores definidos para cada uma das 

amostras analisadas, com índices que variaram de 0 a 3. Foi observado que animais  com pesos 

que variaram de 2,3 a 4,8g apresentaram uma maior presença de deposições de calcário na 

região do cefalotórax com scores entre 3 e 4. O contrário foi identificado para animais com 

gramatura acima de 5g, levantando a hipótese de animais com menores gramaturas serem mais 

susceptíveis a infecção por WSSV. Corsin et al. (2001), também apontaram o peso dos animais 

como fator de risco para a infecção 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 Análise Presuntiva dos animais analisados nas fazendas em estudo. 

 

Fazendas 

/ Ano de 

coleta 

Peso 

média 

(g) 

Mediana dos parâmetros de cultivo analisados de acordo com Score 
   

Cefalotórax Hepatopâncreas Trato 

digestivo 

Epicomensais Necrose 

   2017    

F1 6,9 1 3 3 1 0 

F2 5,8 1 2 3 2 0 

F3 10 1 2 3 2 0 

F4 2,3 3 3 4 2 0 

F5 4,6 4 4 3 2 0 

F6 6,7 1 2 2 1 0 

F7 3,3 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 4,8 4 3 3 2 0 

F3 7,4 1 2 2 1 0 

F4 3 4 3 3 1 0 

F5 3,4 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 4,6 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 3,8 4 4 3 1 0 

F9 2,3 3 2 3 2 0 

F10 6,4 1 4 3 1 0 

F11 9,5 1 4 4 2 0 

F12 2,4 3 3 3 1 0 

F13 7,6 1 3 3 1 0 

F14 4,2 3 4 4 1 0 

F15 9,9 1 1 0 0 0 

F16 4,1 3 4 1 2 0 

F17 10 1 1 0 0 0 

NA = não analisado; Elaboração do autor, 2020. 

  

As informações levantadas mediante aplicação de questionários e visita aos locais das 

fazendas, associadas aos resultados encontrados por nossas análises a fresco, presumem um 

diagnóstico positivo para WSSV em 58,8% ( F4, F5, F7 e F8 em 2017; F2, F4 e F5 em 2018 e 



56 
 

F1, F8, F9, F12, F14 e F16 em 2019) das 17 fazendas analisadas nos três 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  não 

excluem a necessidade de realização de exames confirmatórios (análises moleculares) para uma 

maior confiabilidade e segurança diagnóstica, porém levantam dados importantes sobre a 

influência de parâmetros técnicos e sanitários na incidência de WSSV, informações úteis na 

compreensão dos entraves encontrados para o desenvolvimento da carcinicultura do Estado do 

Ceará. 

 
4.4 CONCLUSÃO 

 

Foi possível inferir que a salinidade não foi determinante para incidência de WSSV, pois 

ambientes com diferentes salinidades parecem ter sido acometidos. No entanto, o clima e as 

alterações de temperatura da água em períodos mais frios do ano, mostraram ter forte influência 

na presença de mortalidades e os sinais clínicos encontrados em alguns animais revelaram ser 

bem característicos de infecção por WSSV. Foi observado um elevado índice de fazendas que 

despejam seus efluentes não tratados no rio Jaguaribe, sugerindo alto risco de transmissão de 

WSSV entre as fazendas e levantando a necessidade de um sistema de comunicação de 

lançamento de efluentes e coleta de água na região. Além disso, os dados obtidos sugeriram que 

animais com gramaturas abaixo de 5g podem ser mais susceptíveis. Constatou-se ainda a 

importância da aplicação da técnica de diagnóstico presuntivo na rotina das fazendas de cultivo, 

pois, embora menos sensíveis do que as técnicas confirmatórias de diagnóstico, mostrou ser um 

método importante no controle de enfermidades. Assim, as análises a fresco associado ao 

monitoramento dos parâmetros de cultivo podem auxiliar na tomada de decisões de forma mais 

rápida, possibilitando ao produtor traçar estratégias para um melhor controle do WSSV. 
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5 CAPÍTULO III – DETECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE 

VARIANTES GENOTÍPICAS DO WSSV NO ESTADO DO CEARÁ, NORDESTE DO 

BRASIL 

 
RESUMO – A caracterização molecular do Vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) tem 

sido utilizada para determinar sua dispersão entre regiões geográficas e ajudado na busca pela 

associação entre diferentes genótipos e sua virulência, porém, nenhum estudo foi publicado até o 

momento sobre os genótipos do vírus e sua variabilidade no Estado do Ceará. Diante disso, 

objetivou-se com este trabalho detectar e caracterizar variantes genotípicas do WSSV presentes 

em fazendas do estado do Ceará. No total, 1500 animais de 17 fazendas diferentes foram 

submetidos a detecção do WSSV por PCR e nested-PCR, e as fazendas positivas investigadas 

quanto a presença de variações genotípicas a partir dos marcadores moleculares: VNTRs (ORF 

75, 94 e 125) - da amplificação dessas regiões foi determinado o número de unidades de repetição 

- Rus, VRs (14/15 e 23/24) e o marcador para o gene de uma transposase. O WSSV foi detectado 

em seis das 17 fazendas estudadas e não foi detectada amplificação para a ORF 125 nas amostras 

de WSSV de fazendas do Estado do Ceará, sugerindo a necessidade de estudos que confirmem 

sua presença, através do desenvolvimento de novos marcadores, ou que identifiquem a deleção 

total dessa região. Constatou-se ainda a amplificação para as ORFs 75 e 94, validando-os para 

estudos epidemiológicos do WSSV no Estado. A presença de regiões deletérias e com 

recombinações foi detectado pela amplificação das VRs (14/15 e 23/24) e a ausência da região da 

transposase no genoma das amostras positivas para WSSV foram evidenciados. Os resultados 

foram comparados com isolados de outras regiões geográficas, sugerindo pouca variação gênica 

entre os genótipos brasileiros e um padrão de unidades de repetição (Rus) que divergiram entre 

isolados de outros países, além da hipótese de co-infecção por mais de um genótipo em uma 

mesma fazenda ter sido levantanda. Dessa forma, nossos resultados introduzem novos dados sobre 

a caracterização genética do WSSV que circula em fazendas do estado do Ceará, nordeste do 

Brasil. 

 
Palavras-chave: Transposase, Vírus da Síndrome da Mancha Branca, VNTRs, VR 14/15, VR 

23/24.  

 
5.1 INTRODUÇÃO 

 
O Vírus da Síndrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus – WSSV) foi relatado 

pela primeira vez na província de Fujian na China em 1991, e desde então tem sido identificado em 

fazendas de cultivo em todo o mundo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008; MULLER et al., 2010; 

TAN; SHI, 2011; FEIJÓ et al., 2013; PEREIRA et al., 2019). Sua disseminação ocorreu 
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exponencialmente por todo o continente asiático, chegando à América do Norte em 1995, causando 

severas mortalidades aos camarões cultivados e grandes perdas econômicas (SALEHI, 2010; 

LIGHTNER, 2011; FLEGEL, 2012; LIGHTNER et al., 2012).  

Isolados geográficos do WSSV compartilham características similares em seus genomas 

(WSSV-TW (GenBank nº AF440570), WSSV-CN (GenBank nº AF332093) e WSSV-TH (GenBank 

nº AY864668)). No entanto, regiões genômicas polimórficas foram identificadas e desde então têm 

sido amplamente estudadas em estudos epidemiológicos e evolutivos. As principais diferenças incluem 

as regiões minissatélites (ORF, 75, 94 e 125), contendo um número variável de sequências repetidas e 

enfileiradas (Variable Number of Tandem Repeats – VNTR) que são caracterizadas por variações nos 

números de unidades de repetição (RUs) dentro de regiões homólogas, uma região favorável à 

recombinação (VRs 14/15), uma região com uma grande deleção (VR 23/24) e uma sequência de uma 

transposase presente apenas no WSSV-TW (MARKS et al., 2004).  

Diante disso, este trabalho investigou a presença dessas regiões variáveis do WSSV em 

camarões Litopenaeus vannamei cultivados em fazendas de municípios do estado do Ceará. E, apesar 

da identificação do patógeno já ter sido realizada por outros estudos, nenhum estudo foi publicado até 

o momento sobre os genótipos do vírus e sua variabilidade genética no Estado do Ceará.   

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
5.2.1 Área de estudo e seleção das fazendas 

 

Durante o período de três anos (2017-2019), foram objetos desse estudo um total de 17 

fazendas situadas nos municípios de Aracati (6), Jaguaruana (8) e Russas (3) no Estado do 

Ceará. As fazendas foram selecionadas mediante histórico de enfermidades, relatos de 

mortalidade e alerta de surtos. 

 

5.2.2 Coleta das amostras de camarões 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 auxílio de tarrafas, os animais eram 

submetidos a dessensibilização por choque térmico através da imersão em recipientes com gelo 

e transferidos em álcool 96% (Merck®) para o Laboratório de Multiusuários do Departamento 

de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal Rural do Semi-Árido – UFERSA. 

Um par de pleópodos de cada um dos animais coletados foram retirados com auxílio de 

pinças previamente esterilizadas e organizados em pools de 50 animais por amostra, 

preservados em álcool etílico 70% e mantidos em freezer – 80 até a realização da etapa de 

extração do DNA genômico. 

 

5.2.3 Extração e quantificação de DNA 
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As amostras foram inicialmente pesadas em balança analítica para padronização da 

gramatura necessária a realização do protocolo de extração. A extração 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 μL de 

GT (60g de isotiocianato de guanidina + 5 mL de TRIS-HCl 1M pH 7,5 + 10 mL de EDTA 

0,25 M pH 8,0 + 100 mL de fenol + ddH2O q.s.p. 100 mL) em um microtubo de 1500 μL. O 

material foi agitado em vórtex por 15 segundos com intervalo de 10 minutos, e uma nova 

agitação ao final. Em seguida foi acrescentado 200 μL de clorofórmio com conseguinte vórtex 

de 15 segundos. Após 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. Após a precipitação 

o material foi incubado por 2 horas a -20°C com posterior centrifugação a 12000 x g por 20 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado com cuidado e o pellet resultante foi 

ressuspendido em 500 μL 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 μL de TE com vórtex e spin rápido. Por fim, o DNA genômico foi 

submetido a um banho seco a 56º 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 concentração de 100 ɳg de DNA/μl e acondicionadas à -20° C até  a 

realização das análises moleculares para a detecção do WSSV. 

  
5.2.4 Análises Moleculares 

Todos os iniciadores e as condições de ciclagem utilizadas neste estudo para detecção e 

caracterização de variantes genotípicas do Vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) estão 

descritos previamente na Tabela 1 e na Tabela 2. 

 
Tabela 1 – Iniciadores para detecção e caracterização molecular de WSSV. 

 

Primer  Sequência (5’-3’) Amplicon 

(pb) 

Fonte 

Detecção de WSSV 

143F/145R Forward TGCCTTATCAGCTNTCGATTGTAG 848 Lo et al., 1996 

Reverse TTCAGNTTTGCAACCATACTTCCC   

VP26 Forward AATTTGGCAACCTAACAAACCTG 304 Lo et al., 1996 

Reverse GGGCTGTGACGGTAGAGATGAC   

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

146R1-E Reverse TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA   

146F2-I Forward GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA 941  

146R2-I Reverse TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT   

Regiões Variáveis de WSSV 
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ORF75 Forward GCCAGATTTCTTCCCCTACC Variável Pradeep et al., 2008 

Reverse CTCCATGTAGAGGCAAAGCA   

0RF94 Forward TCTACTCGAGGAGGTGACGAC Variável Pradeep et al., 2008 

Reverse AGCAGGTGTGTACACATTTCATG 
  

ORF125a Forward TGGAAACAGAGTGAGGGTCA Variável Pradeep et al., 2008 

 
Reverse CATGTCGACTATACGTTGAATCC 

  

Fonte: Elaboração do autor, 2020.    

 

 

Tabela 2 – Condições de termociclagem para detecção e caracterização molecular de WSSV. 

 
Condições de termociclagem 

Detecção 

WSSV/Regiões 

variáveis 

Desnaturação Anelamento Extensão Nº de ciclos 

143F/145R 94°C - 1min 55°C - 1min 72°C - 2min 39 

VP26 95°C - 5min 52°C - 50s 72°C - 1min e 30s 40 

146F1-E/146R1-E 94°C - 1min 55°C - 1min 72°C - 2min 39 

146F2-I/146F2-I 94°C - 1min 55°C - 1min 72°C - 2min 39 

ORF 75 95°C - 45s 52°C - 45s 72°C - 45s 35 

ORF 94 95°C - 45s 55°C - 45s 72°C - 45s 35 

ORF 125ª 95°C - 30s 60°C - 30s 72°C - 30s 35 

ORF 125b 95°C - 30s 56°C por 20s 72°C por 100s 40 

VR 14/15 95°C - 45s 60°C - 1min e 15s 72°C - 1min 35 

VR 23/24 94°C - 40s 55°C - 1min 70°C - 1min 35 

Transposase 95°C - 30s 55°C -1min 72°C - 4min 35 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 

  ORF125b Forward ACAGTGACCACACGATAATACCA Variável Ho et al., 2011 

 
Reverse TCGTTCACCATATCCATTGCCCT 

  

VR 14/15 Forward GAGATGCGAACCACTAAAAG Variável Dieu et al., 2004 

 
Reverse ATGGAGGCGAGACTTGC 

  

VR 23/24 Forward ATGGGCTCTGCTAACTTG Variável Dieu et al., 2004 

 
Reverse ATGATTGTATTCGTCGAAGG 

  

Transposase Forward GTGGATAATATTCGTCTTCAAC 1489/151 Dieu et al., 2004 

 
Reverse CTCAAAGACAACGACATTAG 
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5.2.5 Marcadores moleculares para detecção de WSSV por PCR e nested-PCR 

 

Para verificar a eficiência da extração e excluir resultados de PCR falso - negativos um 

gene para ordem decápoda foi amplificado utilizando o primer 143F e 145R que amplifica um 

fragmento de 848pb, proveniente de uma região altamente conservada do RNA ribossômico 

18S (LO et al., 1996, KIM et al., 2015). 

A detecção do WSSV foi realizada utilizando a técnica de Reação 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 Organização Mundial de Saúde 

Animal (OIE – World Organization For Animal Health). Resultados positivos no Step 1 da 

nested-PCR caracterizam uma infecção grave por WSSV, enquanto um resultado positivo 

apenas no Step 2 indica uma infecção latente ou estado de portador. A sequência dos primers e 

os produtos de amplificação estão descritos na Tabela 1 e 2. Em ambas as reações foram usados 

como controle positivo para o WSSV plasmídeos confirmados por sequenciamento pelo 

Laboratório de Ciências do Mar (LABOMAR) e uma amostra isenta de DNA como controle 

negativo. 

As reações em cadeia pela polimerase (PCR) foram realizadas num volume de 25µL, 

contendo 12,5 µL de pré-mix 2x My Taq Red Mix (Bioline) (1.5 unidades de Taq DNA 

polimerase, 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP e estabilizadores), 

1,0 µL de cada primer (10µM), 9,5 µL de água DEPC e 1 µL de DNA molde. As reações de 

PCR foram realizadas em um termociclador T100 thermal cycler (Bio-Rad) utilizando as 

condições de ciclagem descritas na tabela 6. 

 

 
5.2.6 Análise de repetições em tandem de número variável (VNTRs) 

 

As amostras positivas na etapa de identificação do WSSV, foram submetidas a 

investigação quanto a presença de três regiões minissatélites: ORF 75 (repetições de 45 e 102 

pb), ORF 94 (repetições de 54 bp) e ORF 125 (repetições de 69 bp), descritas na Tabela 1. 

A partir da amplificação dessas regiões foi determinado o número de repetições 

(unidades de repetição - Rus) presentes na ORF 94 calculado com a fórmula: [tamanho do 

produto de PCR – (171 + 12)]/54 e da ORF125 com a fórmula: (tamanho do produto de PCR 

+ 35 - 92)/69 (PRADEEP et al., 2008). Para a ORF 75, que apresenta repetições variáveis foi 

utilizado o tamanho do produto de PCR para análise. Em seguida as VNTRs foram utilizadas 

para comparação com amostras de outras regiões geográficas. 

 

5.2.7 Análise das Regiões Variáveis VR 14/15 e VR 23/24 
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Investigou-se a presença das regiões variáveis VR 14/15 e VR 23/24 nas amostras 

positivas para WSSV. A presença dessas regiões permite identificar possíveis eventos de 

recombinação e deleções nas regiões genômicas, respectivamente (Tabela 1 e 2). 

5.2.8 Amplificação da sequência de uma transposase 

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

e as condições descritas nas Tabelas 1 e 2. 

5.2.9 Análise 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 DISCUSSÃO 

 
 

Amostras de todas as 17 fazendas estudadas amplificaram um fragmento de 848pb, 

proveniente de uma região altamente conservada do RNA ribossômico 18S de decápoda, 

indicando ausência de inibidores de PCR. Após 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 incluídas novas fazendas para  tentar levantar mais 

dados sobre a presença de WSSV na região, que se configurou na sua não detecção e na 

reincidência de infecção por WSSV em uma das fazendas estudadas em 2017. 

A detecção 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 número de amostras positivas encontradas a partir da 

aplicação da técnica de nested-PCR, demonstra uma maior sensibilidade do conjunto de primers 

utilizados em relação a PCR convencional, corroborando com a análise de diferentes métodos 

de PCR para detecção de WSSV realizadas por Pan et al. (2017), que demonstraram em seus 

estudos que a nested-PCR melhorou a sensibilidade de detecção para ~10-100 vezes em relação 

a PCR de rotina. A descrição das fazendas quanto ao número de  amostras positivas por 

município e ano de coleta estão expostos na Tabela 3. 

 
Tabela 3 – Resultados da detecção molecular de WSSV por PCR e nested-PCR. 

 

Ano de Coleta Fazendas Municípios PCR 

(VP26) 

nested-PCR 

(Step 1) 

nested-PCR 

(Step 2) 
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2017 F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

Russas 

Jaguaruana 

Aracati 

Aracati 

Jaguaruana 

Russas 

Aracati 

Jaguaruana 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

 

2018 

 

F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

 

Russas 

Jaguaruana 

Aracati 

Aracati 

Jaguaruana 

Russas 

Aracati 

NA 

 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

NA 

 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

NA 

 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

NA 

 

2019 

 

F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

F9 

F10 

F11 

F12 

 

Russas 

Jaguaruana 

Aracati 

Aracati 

Jaguaruana 

NA 

NA 

Jaguaruana 

Russas 

Jaguaruana 

Jaguaruana 

Aracati 

 

- 

- 

- 

- 

- 

NA 

NA 

+ 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

NA 

NA 

+ 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

NA 

NA 

+ 

- 

- 

- 

- 

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

 

 
Em 2017 oito fazendas foram visitadas para investigação da situação epidemiológica e 

coleta das amostras para pesquisa de WSSV, no ano seguinte as mesmas fazendas foram 

F13 

F14 

F15 

F16 

F17 

Aracati 

Aracati 

Jaguaruana 

Jaguaruana 

Jaguaruana 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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visitadas com exceção 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 

presença de WSSV na fazenda 7, com resultados positivos para ambas as variações da técnica 

de PCR.  Todas as amostras positivas na detecção de WSSV, apresentaram resultados positivos 

desde o Step 1 da nested-PCR, que de acordo com a Organização Mundial de Saúde Animal 

(OIE – World Organization For Animal Health), representa uma infecção grave por WSSV 

(OIE, 2020). 

A fazenda 5, localizada no município de Jaguaruana no Estado do Ceará, principal polo 

produtor do Estado, foi acompanhada nos três anos de coleta e observou-se reincidência de 

contaminação da fazenda por WSSV nos anos de 2017 e 2018. Esses achados  reiteram a 

importância de um estudo mais aprofundado sobre as possíveis variantes virais circulantes na 

região Nordeste do Brasil. 

A variabilidade genética do Vírus da Síndrome da Mancha Branca na região Nordeste 

do Brasil até o momento não é conhecida. Este trabalho assim como outros trabalhos que vêm 

sendo desenvolvidos nos últimos anos em estados da região, têm contribuído para a 

identificação de variantes genotípicas desse vírus na principal região produtora de camarão do 

Brasil ( CARVALHO, 2017; PEREIRA et al., 2019; SIQUEIRA, 2019). 

As seis fazendas positivas na etapa de detecção de WSSV foram submetidas a pesquisa 

de VNTRs e VRs. A análise de VNTRs gerou amplificação 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 não gerou amplicon para nenhum dos dois conjuntos 

de primers testados (DIEU et al., 2004; HOA et al., 2011) (Tabela 4). 

A falha na caracterização genotípica da ORF 125 pode estar associada a variações nas 

sequências nos locais de ligação dos iniciadores utilizados, a baixas concentrações de DNA  ou 

ainda a presença da deleção completa dessa região (PRADEEP et al., 2008; TANG; LE 

GROUMELLEC; LIGHTNER, 2013). Porém, é mais provável que a ausência de  amplificação 

esteja relacionada a variações gênicas do que ao baixo limiar de detecção, visto que houve 

amplificação eficiente para as ORFs 75 e 94. Nesse caso deve-se considerar os achados de 

Pradeep et al. (2008), em isolados da Índia, que há mais de 10 anos relataram a ORF 125 como 

sendo a ORF com menor falha de amplificação, o que não corrobora com estudos mais atuais 

(CARVALHO, 2017; PEIXOTO et al., 2020; PEREIRA et al., 2019), levantando a hipótese da 

necessidade do desenvolvimento de novos primers, devido á possíveis mutações ou incidência 

de novas variantes, além de investigar a ausência da ORF 125 nestas amostras, para a 

genotipagem de WSSV presente no Estado do Ceará, bem como em outros estados do nordeste 

do Brasil. 

 
Tabela 4 – Caracterização molecular do WSSV por VNTRs em relação a outras regiões geográficas. 
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Origem 

Geográfica 

 Variedade de Rus em loci de VNTR  Referências 

 ORF75 ORF94 ORF125  

 Amplicon 

(pb) 

RUs 

(45, 57pb/ 
45,102 pb) 

Amp 

licon 
(pb) 

RUs 

(54 pb) 

Ampli 

con 
(pb) 

RUs 

(69 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 

Tailândia ND NA 506 
1262 

6-20 ND NA Kiatpathomec 

hai et al., 2005 
Índia 320 

778 
2 -7* 291 

1047 
2-16 195 

1023 
2-14 Pradeep et al., 

2008 

Vietnam NE 5– 14* 309, 
1101 

4-17 219, 
633 

4-10 Dieu et al., 

2010 
USA 492 

1171 
6–14** 480 

627 
5-8 767 

826 
10-11 Muller et al., 

2010 

México 1084 14 ** 1242 19 559 7 Muller et al., 

2010 
China ND NA 682 

1157 
6-14 ND NA Tan; Shi, 2011 

Brasil        

Santa 

Catarina/ RS 

2005 

786 10** 1100 16 684 8 Muller, et al., 

2010 

Santa 

Catarina/RS 
2007 

783 10** 1002 16 659 8 Muller, et al., 

2010 

Santa 

Catarina/RS 
2008 

784 10** 1015 16 659 8 Muller, et al., 
2010 

Bahia 2008 928 11** 417 4 728 9 Muller, et al., 

2010 
Açu/RN 2012 631 7** 292 

670 
2-9 ND NA Carvalho, 

2017 
Açu/RN 2012 631 7** 292 

670 
2-9 ND NA Carvalho, 

2017 

Rio Grande 

do Norte/ RN 

~600 10* 362 
902 

5-15 ~900 5 Pereira et al., 

2019 

São Gonçalo 

do Amarante/ 
RN 

~700 9*  10 ND NA Peixoto et al., 

2020 

Aracati/CE 
2017 – F7 

~700 - ~700 10 ND NA Este estudo 

Jaguaruana/C 

E 
2017 – F5 

~600 - ~600 8 ND NA Este estudo 

Jaguaruana/C 

E 
2017 – F8 

~600 - ~600 8 ND NA Este estudo 

Jaguaruana/C 

E 
2018 – F2 

~600 - ~600 

~700 

8, 10 ND NA Este estudo 

Jaguaruana/C 

E 
2018 – F5 

~800 - ND NA ND NA Este estudo 
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Jaguaruana/C 

E 
2019 – F8 

~600 - ~700 10 ND NA Este estudo 

NE – não encontrado na literatura 

NA – não analisado, ND – não detectado 

*RUs calculados baseados em repetições de 45 e 57pb 

** Rus calculados baseados em repetições de 45 e 102 pb 

~ tamanho aproximado do amplicon 

- RUs não calculados 

 

Para a ORF 75 houve amplificação em 100% das amostras positivas para WSSV, 

produzindo amplicons que variaram entre ~600pb e ~800pb. Este padrão de amplificação foi  o 

mesmo relatado por todos os estudos realizados no Brasil descritos na Tabela 4, divergindo 

apenas do padrão de 928pb encontrado por Muller et al. (2010) em amostras do Estado da Bahia. 

Esse padrão pode significar pouca variação gênica entre os genótipos Brasileiros. No entanto, 

a avaliação da variabilidade genética existente na região da ORF 75 só pode ser determinada 

mediante o cálculo do número de unidades de repetição, valores que não puderam ser 

calculados para a ORF 75, pois seria necessário a realização da técnica de sequenciamento de 

DNA para determinação das RUs constantes. Pradeep et al. (2008) após realização do 

sequenciamento dessa ORF revelaram repetições de 49pb intercaladas por repetições de 57pb 

em suas amostras, corroborando com Shekar et al. (2005) e Pereira et al. (2019) mas divergindo 

do padrão de 49pb e 102pb encontrado por Dieu et al. (2004), Muller et al. (2010) e Carvalho, 

(2017).  

Na fazenda 5 não foi detectado amplicons para a ORF 94, que foi identificada em todas 

as demais fazendas com bandas de ~600pb e ~700pb. A ausência de amplificação para amostras 

provenientes dessa fazenda pode significar alterações genotípicas pela deleção dessa região, 

levando em consideração a eficiência da reação para as demais amostras. Estudos anteriores 

classificam a ORF 94 como o melhor marcador comparado às ORFs 75 e 125 na epidemiologia 

do WSSV (PRADEEP et al., 2008). As RUs calculadas nas diferentes regiões geográficas 

(Tabela 4) variaram de 2 a 20 RUs, enquanto, neste estudo, predominaram dois genótipos de 8 

e 10 RUs. A PCR dessa ORF gerou ainda outras informações relevantes para este estudo, pois 

a fazenda 2 apresentou os dois padrões de RU encontrados, sugerindo uma co-infecção por 

múltiplos genótipos do WSSV (TAN; SHI, 2011). Hoa et al. (2011) acreditam que infecções 

simultâneas por duas ou mais estirpes podem estar relacionados com a virulência. 

Além das regiões minissatélites (ORF, 75, 94 e 125), este trabalho buscou identificar a 

presença de regiões variáveis (VRs 14/15, 23/24) e o gene de uma Transposase. As variações 

associadas com as ORFs 14/15 e 23/24 são utilizadas na identificação de mudanças evolutivas 

no WSSV (MARKS et al., 2005). Foi verificada a amplificação de 100% das amostras para a 

ORF 14/15, com amplicons que variaram entre ~1000-1500pb, essa região foi identificada no 

genoma de WSSV-TH nas amostras caracterizadas por Van Hulten et al. (2001) e confirmada 

como uma região propensa a recombinação (DIEU et al., 2004; MARKS et al., 2004; 

PRADEEP et al., 2008). Pereira et al. (2019) identificaram a presença dessa ORF em regiões 
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do Estado do Rio Grande do Norte, produzindo amplicons de tamanhos similares ~1200pb. 

A VR 23/24 foi detectada em três fazendas deste estudo (F5, F7 e F2), caracterizando a 

presença de deleções no genoma do WSSV encontrados em fazendas dos municípios de 

Jaguaruana e Aracati. Este resultado é bastante significativo no que se refere a variabilidade 

genética desse organismo, já que Pereira et al. (2019), utilizando os mesmo primers descritos 

por Dieu et al. (2004) para esta ORF, não amplificaram essa região em nenhuma das suas 

amostras obtidas de fazendas do estado do Rio Grande do Norte, sugerindo uma possível 

exclusão dessa região. Estes resultados demonstram, portanto, divergências no genoma de 

amostras dos estados vizinhos e principais produtores de camarão do Nordeste, Ceará e Rio 

Grande do Norte. 

A sequência de uma transposase foi detectada apenas no genoma completo do WSSV- 

TW (GenBank nº AF440570), não sendo verificado a presença desse gene no WSSV-CN 

(GenBank nº AF332093) ou WSSV-TH (GenBank nº AY864668). A análise da sua presença 

ou ausência é importante no estudo da diversidade genética desse vírus. A amplificação de um 

produto de cerca de 1489 pb caracteriza esta sequência 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 ausência dessa região nas 

amostras de fazendas do Estado do Ceará, Nordeste do Brasil. 

Assim, constatou-se que a região de transposase continua restrita ao genoma do WSSV-

TW e que regiões deletérias e de recombinação estão presentes e podem estar associadas a 

diferenças na virulência dos diferentes genótipos, que reiteram a necessidade do 

sequenciamento das regiões variáveis detectadas para um melhor estudo dos padrões do WSSV 

no espaço e no tempo. 

 
5.4 CONCLUSÃO 

 
 

Os achados deste trabalho sugerem mudanças evolutivas no WSSV, pela possível 

ocorrência de mutações, incidência de novos genótipos no Estado do Ceará ou da extinção de 

variantes, pois a ORF 125 anteriormente considerada um marcador eficiente, deixou de ser útil 

na identificação de possíveis fontes de infecção e rastreamento do WSSV. Os primers existentes 

para identificação da ORF 125, não vêm tendo sucesso na amplificação para amostras da Região 

Nordeste do Brasil em relação a outras regiões geográficas, não existindo até o momento 

informações sobre amostras de WSSV do Estado do Ceará que apresentaram amplificação para 

este marcador, sugerindo a necessidades de estudos que confirmem a presença ou deleção dessa 

região. A hipótese de co-infecção por mais de um genótipo de WSSV também foi levantada por 

este estudo, podendo existir em uma mesma fazenda diferentes variantes do vírus circulantes.     

Com isso, os dados gerados com este estudo são relevantes na compreensão da genética e 
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comportamento do WSSV nas fazendas de cultivo do estado do Ceará, proporcionando 

informações úteis para o controle e mitigação deste vírus no estado.  
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6 CAPÍTULO IV – ANÁLISE IN SILICO DE REGIÕES VARIÁVEIS NO GENOMA 

DO WSSV NO ESTADO DO CEARÁ, NORDESTE DO BRASIL 
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6 CAPÍTULO IV – ANÁLISE IN SILICO DE REGIÕES VARIÁVEIS NO GENOMA 

DO WSSV NO ESTADO DO CEARÁ, NORDESTE DO BRASIL 

 

RESUMO – O genoma do vírus da síndrome da mancha branca (WSSV) possui 

aproximadamente 300 kbp, contendo 184 possíveis janelas de leitura aberta (Open Reading 

Frames - ORFs), e nove sequências de repetição em tandem. A comparação de sequências de 

diferentes isolados do WSSV revelou que o vírus de diferentes regiões possui similaridade de 

95%, divergindo quanto a presença de regiões variáveis. Assim, este trabalho teve como 

objetivo o estudo in silico das regiões variáveis ORFs (75 e 94) e VRs (14/15 e 23/24) de 

amostras de WSSV obtidas de camarões Litopenaeus vannamei cultivados em fazendas do 

Estado do Ceará, nordeste do Brasil. Foi realizada o sequenciamento e alinhamento das regiões 

estudadas, que em seguida foram utilizadas para a construção de árvores filogenética com o 

intuito de estabelecer relações de parentesco com estirpes de outras regiões geográficas e, por 

fim, foram elaborados modelos de relógios moleculares para analisar as divergências genéticas 

ao longo do tempo. Os resultados do alinhamento usando a Ferramenta de Pesquisa de 

Alinhamento Local Básico (BLAST) revelaram maior percentual de identidade das regiões 

contendo VNTRs, com estirpes do Irã e que eventos de recombinação na VR 14/15 podem ter 

ocorrido apesar da similaridade entre as suas sequências. Em relação a VR 23/24, a mesma não 

alinhou com nada. A análise filogenética presumiu entre outras questões, que a introdução do 

WSSV no mundo ocorreu em meados de 1960. Sugerindo que o WSSV esteja presente no 

mundo anos antes da sua primeira detecção na província de Fujian na China em 1991, e que no 

Brasil sua introdução deu-se em meados de 2017, esta informação marca do início de nossos 

estudos, levantando a hipótese de que o genótipo circulante nos anos de 2017 a 2019 no estado 

do Ceará, não é o mesmo do surto de 2016 que acometeu o Estado. Diante disso, este estudo foi 

o primeiro a relatar afiliações filogenéticas de estirpes de WSSV do Estado do Ceará em relação 

a outras regiões geográficas no espaço e no tempo. 

 
Palavras-chave: Vírus da Síndrome da Mancha Branca, Litopenaeus vannamei, Genoma. 

 

 
6.1 INTRODUÇÃO 
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A atividade de Carcinicultura desenvolvida mundialmente, tem como principal desafio 

barrar a ocorrências de doenças, principalmente as de etiologia viral (DHAR; ROBLES- 

SIKISAKA, 2012). Dentre essas enfermidades, a causada pelo vírus da síndrome da mancha 

branca (WSSV) é considerada a mais devastadora para as fazendas de cultivo da espécie 

Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931), podendo provocar até 100% de mortalidade, em um 

período de três a sete dias contados do início dos primeiros sinais clínicos (LIGHTNER, 2011; 

SITHIGORNGUL et al., 2011). 

O genoma do WSSV possui um tamanho de aproximadamente 300 kbp, contendo 184 

possíveis janelas de leitura aberta (Open Reading Frames - ORFs), e regiões variáveis incluindo 

nove sequências de repetição 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 três isolados geográficos, oriundos da Tailândia (WSSV-TH; VAN 

HULTEN et al., 2001; Acc. No. AF369029), China (WSSV-CN; YANG et al., 2001; Acc. No. 

AF332093) e Taiwan (WSSV-TW; TSAI et al., 2000; Acc. No. AF440570). 

A comparação de sequências desses isolados do WSSV revelou que o vírus de diferentes 

regiões possui similaridade de 95%, divergindo quanto a presença de regiões variáveis 

(MULLER et al., 2010). Algumas das principais regiões variáveis consistem em uma região 

propensa a recombinação VR 14/15, uma região com uma grande deleção VR 23/24 e três 

regiões minissatélites com repetições em tandem de número variável (variable number of 

tandem repeats - VNTRs) denominadas ORF 75, 94 e 125 (MARKS et al., 2004). 

As regiões minissatélites que apresentam VNTRs são caraterizadas por um elevado grau 

de polimorfismo, tornando estas regiões adequadas para estudos de pequena e média escalas 

espaço-temporais, enquanto as regiões variáveis VR 14/15 e 23/24 podem ser utilizadas em 

abordagens evolucionárias em escalas continental e global (DIEU et al., 2004, 2010; MULLER 

et al., 2010; PRADEEP et al., 2008). 

Até o momento pouco se sabe sobre a funcionalidade da maioria das regiões variáveis 

presentes no genoma do WSSV, porém, alguns estudos recentes indicam que essas regiões 

podem ter relação com o fenótipo da doença (GAO et al., 2014; LI et al., 2017). Embora uma 

correlação direta entre genótipo e fenótipo ainda não tenha sido possível, o que demonstra a 

necessidade de abordagens como a caracterização in silico para tentar obter novas informações 

a respeito destas sequências. 
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Análises in silico podem funcionar como ferramentas complementares as informações 

adquiridas em abordagens experimentais, ou fornecendo conteúdo que não poderiam ser obtidos 

por abordagens in vitro (KHOR et al., 2015; PETREY; HONIG, 2005). 

Essas análises só são possíveis graças a tecnologias como o sequenciamento gênico, que 

vem sendo amplamente utilizado na aquicultura para a obtenção de genomas completos de uma 

espécie de interesse, auxiliando na compreensão 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 análise filogenética ter sido realizada até agora para o 

genoma do WSSV de um isolado de campo da região do Estado do Ceará, maior produtor 

nacional (ABCC, 2017), este estudo realizou uma análise in silico de regiões variáveis do 

WSSV detectados em fazendas do Estado do Ceará, para estabelecer afiliações filogenéticas 

aproximadas entre isolados de diferentes regiões geográficas e estimar a diversidade genética 

do WSSV ao longo do tempo e do espaço. 

 
6.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
6.2.1 Seleção das amostras de regiões variáveis do WSSV 

 

Foram utilizados amplificados de regiões variáveis de seis amostras positivas para o 

WSSV extraídas de camarões Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931). Analisadas entre os anos 

de 2017 e 2019 e tendo sido provenientes de cinco fazendas dos municípios de Aracati (1) e 

Jaguaruana (4) no Estado do Ceará, essas amostras foram processadas e conservadas a -20ºC 

no Laboratório de Multiusuários do Departamento de Ciências Biológicas e da Saúde da 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido – UFERSA, onde foram submetidas à amplificação 

das regiões variáveis (ORF 75, 0RF 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 genômico foram analisados através de eletroforese em gel de 

agarose 1,5% e a quantidade de DNA total verificada utilizando o Qubit Fluorometer (Thermo 

Fisher). Após essa avaliação foram consideradas aptas para o sequenciamento genômico três 

amostras da ORF 75, duas da ORF 94, seis da VR 14/15 e três da VR 23/24 (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Amostras selecionadas para o sequenciamento de acordo com a origem e as regiões 

variáveis amplificadas. 
 

 

6.2.2 Sequenciamento de DNA 

 

Os produtos de PCR foram submetidos a purificação enzimática antes do 

sequenciamento de DNA utilizando o ABI 3500 DNA Analyzer do Laboratório de Biologia 

Molecular e Genômica (LBMG/NUGEN/UFRN), um sistema de análise de DNA de 8 capilares 

com a tecnologia ThermoFisher. As reações de sequenciamento foram realizadas com o 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (código 4337455), e as corridas efetuadas em 

capilares de 50 cm utilizando o polímero POP7. A análise das sequencias obtidas realizaram-se 

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

 

 
6.2.3 Alinhamento das Regiões Variáveis 

 

A partir das amostras sequenciadas foram criadas sequências consensos com auxílio do 

software BioEdit, que foram comparadas com estirpes de referência obtidas em bancos de dados 

disponíveis usando a Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local Básico (BLAST). 

Em seguida, foi construída uma ferramenta de tipagem para o WSSV, através da 

preparação de conjuntos de dados (datasets) de referência, que incluem publicamente 

sequências codificantes das ORFs 75, 94 e VRs 14/15 e 23/24 dos bancos de dados. Todos os 

datasets foram alinhados independentemente pelo método MUSCLE (EDGAR, 2004), 

utilizando o software MEGA X (STECHER; TAMURA; KUMAR, 2020) e adotando como 

referência a sequência completa AF440570.1. (TSAI et al., 2000). 

 

 
6.2.4. Análise Filogenética 

Fazendas Município Ano de 

coleta 

ORF75 ORF94 VR 14/15 VR 23/24 

F1a Jaguaruana 2017 X X X X 

F1b  Jaguaruana 2018 X  X  

F2 Aracati 2017 X                  X X X 

F3a Jaguaruana 2017   X X 

F3b Jaguaruana 2019   X  

F4 Jaguaruana 2018   X  
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Após o alinhamento foi realizado a construção de uma árvore filogenética para cada 

dataset, utilizando o método Neighbour-joining (SIMONSEN et al., 2008), com bootstrap de 

1000, para uma identificação rápida da similaridade das amostras sequenciadas neste trabalho. 

Em seguida, o melhor modelo de substituição de nucleotídeos foi estimado pelo jModelTest 

(DARRIBA et al., 2015). Foram então construídas árvores de máxima verossimilhança (ML), 

utilizando o RAxML v8 com 1000 réplicas (STAMATAKIS, 2014), sendo uma árvore 

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

 

 
6.2.5 Construção de um modelo de Relógio Molecular 

 

Para a realização de análises de divergência genética ao longo do tempo, foi definido o 

melhor modelo de relógio molecular , utilizando o software TempEst versão 1.5.3 (RAMBAUT 

et al., 2016). Tendo sido adotado o modelo relaxed clock model, indicando que cada ramo tem 

sua própria taxa independente extraída de uma única distribuição de taxa paramétrica 

compartilhada. Em seguida, foram construídas árvores filogenéticas escalonadas no tempo 

usando inferência filogenética bayesiana, utilizando o modelo GTR com distribuição gama, 

cadeia de comprimento de dez milhões de gerações e consenso de árvores com eliminação de 

10% das árvores iniciais. A ESS e a convergência estatística foram analisadas usando o 

programa Tracer 1.6. conforme implementado no BEAST v 1.8.4 (DRUMMOND et al., 2006), 

e a visualização das árvores foi realizada pelo software FigTree v1.4.4. 

Ainda no software BEAST, utilizando a amostragem de cadeia de Markov Monte Carlo 

(MCMC), realizamos uma inferência da dinâmica populacional ao longo do tempo usando o 

modelo coalescente não paramétrico, Skyride, assumindo que o tamanho da população muda 

suavemente ao longo do tempo, estimando dessa forma, a diversidade do WSSV ao longo do 

tempo. 

 

6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

Os resultados dos alinhamentos realizados com a Ferramenta de Pesquisa de 

Alinhamento Local Básico (BLAST), revelaram porcentagem de identidade para cada uma das 

regiões variáveis estudadas, em relação a outras regiões geográficas. Para a ORF 75 foram 

obtidas três sequências, 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 Irã (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 Ceará, 

respectivamente, obtiveram 97,5% e 96% de similaridade com a estirpe TH-96-II (E value = 

0) (GenBank no AY864668.1). 

Para a ORF 94 foram obtidas duas sequências com 434pb cada, e que apresentaram 

percentual de identidade de 96% com estirpes do Irã (KP640278.1), México (HQ007032.1) e 

Estados Unidos (MN840357.1). As regiões VNTRs de nossas sequências de WSSV do Estado 

do Ceará apresentaram elevada similaridade com estirpes do Irã 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 sequências 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 Tailândia (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 Ceará (DANTAS et al., 2015; ABCC,  2017). Mostrando que este 

patógeno pode ter ingressado no estado do Ceará através do limite entre os estados e que eventos 

de recombinação podem estar mediando a evolução do WSSV. 

As amostras referentes a VR 23/24 apresentaram muita variação e a sequência consenso 

não alinhou com nada, nem quando tentamos a menor similaridade do Blast (Somewhat similar 

sequences (blastn)). E, portanto, não foram analisadas neste estudo. 

Com isso, foram preparados três conjuntos de dados de referência que incluem 

publicamente sequências codificantes das ORFs 75 (dataset A), ORF 94 (dataset B) e da VR 

14/15 (dataset dos bancos de dados: 

 Dataset A: Três sequências do gene que codifica a ORF 75 do WSSV descritas 

no trabalho (n=3), juntamente com trinta e oito sequências provenientes de surtos do WSSV 

descritos no mundo (n=38). 
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 Dataset B: Duas sequências do gene que codifica a ORF 94 do WSSV descritas 

no trabalho (n=2), juntamente com cinquenta e duas sequências provenientes de surtos do 

WSSV descritos no mundo (n=54). 

 Dataset C: Seis sequências do gene que codifica a região variável 14/15 do 

WSSV descritas no trabalho (n=6), juntamente com onze sequências provenientes de surtos do 

WSSV descritos no mundo (n=11). 

A relação encontrada entre a divergência raiz a ponta e as datas de amostragem (em 

anos) apoiou o uso da análise do relógio molecular relaxado neste estudo. Os resultados 

estatísticos obtidos suportam um sinal temporal significativo: ORF 75 (r2= 0,12, pvalue = 0,34), 

ORF 94 (r2= 0,04, pvalue = - 0,18) e VR 14/15 (r2= 0,45, pvalue = - 0,67). Todas as correlações 

mostraram que ainda que fraco, há sinais temporais, valendo fazer a análise. 

As análises filogenéticas bayesianas das regiões gênicas estimam que a introdução do 

WSSV no mundo surgiu em meados de 1960. Sugerindo que o WSSV esteja presente no mundo 

anos antes da sua primeira detecção na província de Fujian na China em 1991 (LIGHTNER, 

2011). Já no Brasil, foi estimado que as estirpes isoladas neste trabalho, tenham sido 

introduzidas no Brasil em meados de 2017, esta informação marca do início de nossos estudos, 

levantando a hipótese de que o genótipo circulante nos anos de 2017 a 2019 no estado do Ceará 

não é o mesmo do surto de 2016 que acometeu o Estado. 

 

6.3.1 ORF 75 

 

A distribuição da ORF 75 (Figura 1) se divide em dois grandes grupos monofiléticos 

onde o primeiro grupo é composto basicamente de sequências provenientes das Américas, como 

México e Estados Unidos, bem como as amostras isoladas neste estudo, representando  o Brasil 

e uma sequência da Austrália. Já o segundo grupo monofilético contém basicamente sequências 

de países asiáticos como Irã, China, Tailândia, Cingapura e Índia. Isso indica que, baseado na 

ORF 75, embora proveniente de um ancestral em comum, as estirpes virais que chegaram as 

Américas evoluíram independente das estirpes que circulam no continente asiático, isso pode 

ser em reflexo a diversidade climática (LIGHTNER, 2011) de ambos os continentes que podem 

influenciar na incidência e propagação do WSSV nas espécies de camarão cultivadas em cada 

região e consequentemente para adaptação do WSSV ao seu hospedeiro local. Com isso, o vírus 

circulante nas espécies asiáticas diverge do vírus adaptado as espécies de camarões americanos. 
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Figura 1 - Árvore Filogenética baseada nas sequências obtidas da ORF 75 do WSSV 
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As análises de diversidade genética da ORF 75 ao longo do tempo (Gráfico 1) indicou 

um padrão constante na variabilidade genética viral, com uma ligeira queda em meados de 2012, 

que pode ser atribuída ao surgimento de uma doença nova / emergente do camarão conhecida 

como síndrome da necrose hepatopancreática aguda (AHPNS), que foi relatado na China em 

2009 e no Vietnã e Malásia em 2012 (NACA, 2012), que pode ter ocasionado a mortalidade em 

massa de camarões e consequentemente diminuido a população de WSSV. 

 

Gráfico 1 – Modelo de Relógio Molecular para a ORF 75. 

 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 
6.3.2 ORF 94 

 

Com relação a ORF 94 (Figura 2), segundo a analise filogenetica bayesiana, as 

sequências disponiveis para esse gene se dividem em três 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), Égito e um isolado que ocasionou um surto no 

Brasil em 2015. O segundo grupo monofiletico agrupa amostras provenientes das Filipinas, Irã 

(2010-2011),Tailândia e México nos anos de 2005, 2011 e 2017. O ultimo grupo monofilético 
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compreende sequências do Irã (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 vírus que ocasionou a infecção de camarões no 

Ceará nos anos de 2017 a 2019 é diferente do vírus que circulou no Brasil em 2015. 
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Figura 2- Árvore Filogenética baseada nas sequências obtidas da ORF 94 do WSSV. 
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Gráfico 2 - Modelo de Relógio Molecular para a ORF 94. 

Com relação as análises de diversidade genética da ORF 94 (Gráfico 2) ao longo do 

tempo, diferente da ORF 75 que se manteve constante, a ORF 94 teve a sua diversidade genética 

em ascendência desde 1970, atingindo o maior pico entre 2004 - 2005, entretanto, desde 2010 

uma queda acentuada na população de hospedeiros devido a emergência de doenças infecciosas, 

bem como surtos de WSSV que dizimou a população de camarões em diversos países 

produtores, como México (DURÁN-AVELAR et al., 2015), a falta de hospedeiros ocasionou a 

perda na variabilidade genética viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 

 
 

6.3.3 VR 14/15 

 

Em relação a região variável 14/15 (Figura 3), poucas foram as sequências referentes a 

esse gene encontradas nos bancos de dados públicos, devido a isso, a introdução do WSSV, 

acabou enviesada pela escassez de informações. Grande parte dos isolados encontrados são das 

Américas. Com isso, as sequências 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 variável ORF 94, as 

amostras brasileiras de 2017 a 2019, diferem quanto a origem evolutiva das 
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sequências isoladas no Brasil em anos anteriores, corroborando com afirmativa de que o WSSV 

responsável pelo surto que acometeu o Ceará em 2016 é diferente do vírus introduzido no país 

em meados de 2017 e é diferente da estirpe que ocasionou o surto de 2015 no país. 
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Figura 3- Árvore Filogenética baseada nas sequências obtidas da VR 14/15 do WSSV. 
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O relógio molecular da VR 14/15 (Gráfico 3), demonstrou que pesar de ser uma região 

hipervariável, a diversidade genética da ORF 14/15 ao longo do tempo obteve um padrão 

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

 

Gráfico 3 - Modelo de Relógio Molecular para a VR 14/15. 
 

 

Fonte: Elaboração do autor, 2020. 

 

 
6.4 CONCLUSÃO 

 
 

Este estudo atrelado a tecnologia de sequenciamento permitiu uma avaliação das regiões 

variáveis do WSSV, estabelecendo suas divergências evolutivas no tempo e no espaço. Foi 

observado afiliações filogenéticas aproximadas entre os isolados geográficos do WSSV, 

principalmente com as estirpes do Irã. 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 possível 

inferir que as estirpes circulantes não são as mesmas do surto de 2016 que acometeu o Estado 

do Ceará, nem parece ser a mesma estirpe responsável pelo surto de 2015 no Estado do Rio 

Grande do Norte. Levantando a hipótese de existirem diferentes variantes genotípicas do vírus 

no Estado do Ceará, assim como no Nordeste do país. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

A Doença da Síndrome da Mancha Branca (WSSD), possui grande relevância 

econômica para o Estado do Ceará, pois pode acabar com cultivos inteiros em poucos dias, 

portanto, é necessário a adoção de medidas de biossegurança rigorosas de modo a evitar sua 

introdução nas fazendas de cultivo do Estado. 

A escassez de informações referentes a variabilidade genética do WSSV na região 

Nordeste do Brasil, dificulta a compreensão da dispersão e evolução do vírus no país, e  nossos 

resultados apresentados aqui podem servir de base para futuras discussões sobre a utilização 

das ORFs 75, 94 e 125 e VRs 14/15 e 23/24, além de uma sequencia para o gene de uma 

transpossase como marcadores para genotipagem do WSSV. 

Além disso, nosso estudo foi o primeiro a relatar afiliações filogenéticas de estirpes de 

WSSV do Estado do Ceará em relação a outras regiões geográficas no espaço e no tempo. 

Informações que permitem ampliar o conhecimento sobre o comportamento e origem do 

WSSV. Auxiliando na tomada de decisões pelos carcinicultores para o melhor controle e 

mitigação do WSSV nas fazendas de cultivo do Estado do Ceará. 
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APÊNDICE 

QUESTIONÁRIO TÉCNICO E SANITÁRIO 
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22. Dentre os sinais clínicos apresentados abaixo, quais já foram observados? 

 
 
 

q 
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ANEXO 

PLANILHA PARA ANÁLISE PRESUNTIVA 
 

 


