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“No6s todos nascemos anlagen, como o potencial
no nucleo de uma célula: em biologia, a Anlage ¢
a parte da célula caracterizada como “aquilo que
se tornara”. Dentro da Anlage esta a substancia
fundamental que, com o tempo, ird se
desenvolver fazendo com que nos tornemos uma
pessoa inteira. Portanto, nossas vidas, enquanto

mulheres, consistem em acelerar a Anlage.”

(Clarissa Pinkola).



RESUMO

Entre as patologias existentes que interferem no desempenho da producao carcinicola, as que
mais se expressam de forma significativa gerando prejuizo econdmico sdo as de origem viral.
A Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome - WSS), se destaca como mais comum,
ocorrendo em diversos continentes. O diagnodstico molecular é essencial para identificar a
infeccdo viral, porém a presenca de mutagdes pode afetar a precisdo do resultado, havendo a
necessidade de estudos voltados para essa problematica. Portanto, o objetivo geral desta
pesquisa foi avaliar, preliminarmente, a presenga de polimorfismo no WSSV a partir da
analise de diferentes regides ORF. Como objetivos especificos, foram estabelecidos: analisar
o genoma do WSSV em diferentes amostras de camarao, depositadas no banco gendomico
publico (GenBank), discutir a possivel interferéncia de falsos negativos no diagnostico
molecular, em decorréncia da provavel variabilidade genética do patdégeno elencado e
verificar qual ORF possui melhor perfil de variabilidade genética para o WSSV, patoégeno do
camarao marinho Penaeus vannamei. A partir de uma de PCR in silico foi possivel validar se
os primers das ORFs 23/24 a, 14/15 a, 94 a, e 75 a, amplificaram para as sequéncias
selecionadas.Apo6s, foram utilizados o software MEGA e PopArt para verificar cada regido
potencial de polimorfismo e a similaridade entre as sequéncias, os dados foram analisados em
dendrogramas e graficos filogenéticos ou rede de hapldtipos,visando identificar o nimero de
perfis polimorficos presente em cada alinhamento.As ORFs apresentaram variagdo quanto ao
nimero de perfis,sendo obtido 9 perfis polimorficos para a ORF 23/24 a, em que das 30
sequéncias selecionadas,apenas 14 foram alinhadas.J4 para a ORF 14/15a, 14 perfis
polimorficos foram indicados,a partir de 23 sequéncias, para a ORF 94 a, foram identificados
17 perfis,a partir de 21 amostras alinhadas, e para a ORF 75 a foi possivel observar a
presenca de 12 perfis polimorficos a partir das 26 sequéncias completas alinhadas.Portanto, o
estudo das arvores filogenéticas nos permitem observar que houve mais polimorfismo nos
alinhamentos correspondentes a ORF 94 a, exprimindo-se com eficiéncia para a presente
analise, podendo ser aplicada em possiveis estudos epidemiologicos, verificacdo da

variabilidade genética e disseminagao do virus da Sindrome da Mancha Branca.

Palavras chave: Carcinicultura, virologia, genética



ABSTRACT

Among the existing pathologies that interfere with the performance of shrimp farming, those
of viral origin are the ones that most significantly express themselves, causing economic
losses. White Spot Syndrome (WSS), stands out as the most common, occurring on various
continents. Molecular diagnosis is essential to identify viral infection, but the presence of
mutations can affect the accuracy of the result, necessitating studies focused on this issue.
Therefore, the general objective of this research was to preliminarily evaluate the presence of
polymorphism in WSSV through the analysis of different ORF regions. Specific objectives
were established: analyze the WSSV genome in different shrimp samples deposited in the
public genomic bank (GenBank), discuss the possible interference of false negatives in
molecular diagnosis due to the probable genetic variability of the listed pathogen, and
determine which ORF has the best genetic variability profile for WSSV, a pathogen of the
marine shrimp Penaeus vannamei.Through in silico PCR, it was possible to validate whether
the primers of ORFs 23/24 a, 14/15 a, 94 a, and 75 a amplified for the selected sequences.
Subsequently, the MEGA and PopArt software were used to check each potential
polymorphic region and the similarity between sequences. The data were analyzed in
dendrograms and phylogenetic graphs or haplotype networks to identify the number of
polymorphic profiles present in each alignment. The ORFs showed variation in the number of
profiles, with 9 polymorphic profiles obtained for ORF 23/24 a, where out of 30 selected
sequences, only 14 were aligned. For ORF 14/15 a, 14 polymorphic profiles were indicated
from 23 sequences, and for ORF 94 a, 17 profiles were identified from 21 aligned samples.
For ORF 75 a, 12 polymorphic profiles were observed from the 26 complete aligned
sequences. Therefore, the study of phylogenetic trees allows us to observe that there was more
polymorphism in the alignments corresponding to ORF 94 a, expressing itself efficiently for
the present analysis and can be applied in possible epidemiological studies, verification of

genetic variability, and spread of White Spot Syndrome virus.

Keywords: Shrimp farming, virology, genetics
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1 INTRODUCAO

As patologias de origem viral estdo entre os principais problemas que acometem a
carcinicultura mundial. A proporgio que o desenvolvimento da aquicultura é exponencial,
faz-se necessario o avanco em estudos que visem minimizar, por prevencao e remediagdo, a
acdo de agentes patogénicos que causam grande mortalidade nos cultivos (MARQUES et al.,
2006). A carcinicultura marinha se destaca na producao aquicola, com a espécie de camarao
Penaeus vannamei, dotada de caracteristicas que permitem bons resultados em cultivo, como
altas taxas de crescimento e conversdo alimentar em tempo habil (FUNGE-SMITH; BRIGGS
et al., 2005).

P. vannamei é oriunda da costa Leste do Pacifico, do México até o Peru, em areas
de clima tropical, o que favoreceu o desenvolvimento das técnicas de cultivo no Brasil,
possibilitando rapida adaptabilidade da espécie (MAGALHAES, 2004). A densidade de
estocagem ¢ uma varidvel importante e esta diretamente ligada ao resultado final da produgao,
pois caso o dimensionamento do sistema seja feito de maneira incorreta, o alto adensamento
ocasionara estresse no animal, condi¢do que facilita a agdo de agentes etioldgicos devido a
vulnerabilidade do individuo, o que por consequéncia ird afetar a rentabilidade do cultivo,
situacdo influenciada diretamente pelo método de manejo adotado (NEVES et al., 2021).

Entre as patologias existentes que interferem no desempenho da producgdo
carcinicola, as que mais se expressam de forma significativa gerando prejuizo econdmico sao
as de origem viral. Desse modo, a Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome -
WSS), se destaca como mais comumente disseminado no mundo, ocorrendo em diversos
continentes (KARUNASAGAR;ABABOUCH, 2012). A patologia foi relatada no Brasil em
2004, havendo alta disseminagdo nos anos seguintes em diferentes regides do pais. Em 2016
j& havia se instalado nos principais municipios produtores do Nordeste (SARDOU et al.,
2022).

A WSS pode se manifestar na producao de camarao de acordo com a qualidade
dos manejos adotados, havendo relagdo com a manutencao dos parametros fisicos e quimicos
(KAUTSKY et al., 2000). A transmissdo viral pode ocorrer por meio de camardes infectados,
por canibalismo ou transportadores do virus, como por exemplo, uma ave que se alimenta de
um animal moribundo em um viveiro e transporta os restos desse individuo para outro tanque
povoado, além disso, o virus pode estar diluido na propria agua de cultivo (ROYO et al,,

1999).
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O diagnostico viral utilizando a biologia molecular sdo aliadas para prevenir
possiveis surtos epizodticos e identificar variantes virais resistentes que possam ser
subnotificadas em carciniculturas de P. vannamei. O método classico para identificacdo da
presenca do virus ¢ a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), que pode ser realizada para
regides alvo do genoma, utilizando as Open reading frames (ORFs), que permitem analisar o
conjunto de genes, e validar regides potencialmente polimorficas, identificando possiveis
variantes virais (NATIVIDAD et al., 2008).

Em estudos de virologia ja se observou isolados do White Spot Syndrome
Virus-WSSV com polimorfismo genético em diversos paises, incluindo o Brasil, assunto
importante, pois ha ocorréncia de variantes virais ndo detectaveis em diagnodstico molecular,
que podem causar a subnotificagdo de uma enfermidade, e consequentemente, refletir em
prejuizo para pequenos, médios e grandes produtores do P. vannamei, caso seja realizado o
comércio de uma pos larva ou juvenil enfermo, ndo diagnosticado com a doenca, devido a
presenga de polimorfismos que ndo foram detectados por métodos moleculares (VIANA,
2022). Com o conhecimento das mutagdes presentes em patdogenos de origem viral que
acometem a carcinicultura, em curto ¢ em médio prazo, havera aumento da produtividade em
cultivos, pois a pesquisa auxiliard no manejo adequado e personalizado para cada variante
viral, sobretudo nos laboratorios de po6s larvas e na tomada de decisdo para despesca,
permitindo o controle da enfermidade em contexto epidemiologico (DANTAS, 2019).

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a presen¢a de polimorfismo no
WSSV a partir da andlise de diferentes regides ORF. Como objetivos especificos, foram
delineados: (a) analisar o genoma do WSSV depositados no banco gendomico publico
(GenBank) por local de registro, (b) verificar qual regido ORF oferece um melhor perfil para
avaliagdo da variabilidade genética de WSSV no grupo amostrado e (c) verificar o

polimorfismo nas amostras com base no local de registro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinicultura

A busca pela alimentagdo saudavel e de qualidade vem favorecendo o aumento da
producao de alimentos com maior valor nutricional, este fato contribui diretamente para a
produgdo de organismos aquaticos (CAMARGO et al., 2006). Sendo assim, € possivel
ressaltar que a inclusdo de crusticeos na alimentacdo tem diversas vantagens, como a
prevengdo de doencas que estdo relacionadas ao estresse oxidativo como cancer, catarata,
arteriosclerose e atraso do envelhecimento precoce (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). Isto se
da devido a presenca de carotendides que atuam eliminando radicais livres, além de vitaminas
e acidos graxos essenciais, sendo de suma importancia para alimentacdo humana (BATISTA
et al., 2006). Logo, o habito alimentar moderno gera uma demanda de investimento para a
aquicultura, principalmente para carcinicultura que uma das principais atividades aquicolas,
alcangando eximios resultados produtivos ano apos ano, termo este, que ¢ utilizado para se
referir ao cultivo de crustaceos em geral que possuem alto valor comercial, como o camarao, a
lagosta, o caranguejo, entre outros. (FERREIRA et al., 2023).

O cultivo de crustaceos teve seu inicio no continente asidtico a partir da
necessidade de subsisténcia dos pescadores da regido Sudeste do continente, fazendo uso de
métodos artesanais. Em 1930 a carcinicultura mundial contou com uma grande contribui¢ao
do pesquisador Motosaku, especialista japonés que conseguiu realizar a desova da espécie
Penaeus japonicus em condi¢des laboratoriais (FILHO;RONCANI, 2018). Desse modo, a
metodologia utilizada pelo técnico na década de 30 contribuiu para a larvicultura moderna de
diferentes espécies de camardo, tendo em vista que foram utilizadas fémeas coletadas em
ambiente natural marinho para a condugio do experimento (ARAUJO et al., 2003). Desde
entdo, o cenario global da carcinicultura nos anos seguintes ¢ marcado pelo desenvolvimento
tecnologico e cientifico, partindo da investigacdo bioldgica das espécies de crustaceos,

visando resultados passiveis de uma escala comercial (Quadro I).
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Quadro I - Desenvolvimento da carcinicultura mundial.

Fase Ano Evento

Desenvolvimento das técnicas de cultivo de camardo a partir da
1° 1930 a 1965 descoberta de Motosaku;

Avango do conhecimento cientifico voltado para criagdo de
camardo em paises como China,Taiwan ¢ Estados Unidos.Além
2° 1965 a 1975 de estudos voltados para a producdo de P. monodon ¢ P.
stylirostris.

Investimento em técnicas de producdo foram realizados em
3° 1975 a 1985 paises como Taiwan, Indonésia, Filipinas,Tailandia e Brasil;

4° 1985 a 1995 Aumento progressivo das densidades de cultivo e ocorréncia de
agentes virais;

Presenga do virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV),
5° 1995 a 2003 originario da Asia, na carcinicultura global.

Fonte: Modificado de Aratjo (2003)

O ultimo relatério publicado pela Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentagdo e a Agricultura (FAO), mostra que no intervalo entre 2015 ¢ 2019 houve um
declinio de 9,4% na pesca de camardo no mundo, enquanto a carcinicultura teve um aumento
de 36%, havendo destaque para a producdo mundial de crustaceos que totalizou 11,2 milhdes
de toneladas no ano seguinte. Entre os organismos cultivados, a espécie mais produzida no
ano de 2020, com 5,8 milhdes de kg, foi o camardo branco do pacifico Penaeus vannamei,
representando 51,7% da producao carcinicola mundial (FAO, 2022).

Sabe-se, que no continente asiatico se encontra a maior producdo de camardo do
mundo, se tratando de uma atividade secular, com o aperfeicoamento dos manejos de
produtivos, as américas também atuam veemente nos processos de evolugdo técnica e
cientifica da produ¢do de crustaceos, através de melhoramento genético, desenvolvimento
nutricional, biosseguranca, insumos e equipamentos (MOSS et al., 2012).

Nas américas entre os anos de 2009 e 2021 o pais que mais produziu camardes
cultivados foi o Equador evoluindo de uma producao inferior a 300 mil toneladas para uma
producdo de aproximadamente 1.000.000 toneladas, seguido do México que obteve
crescimento com oscilagdes ao longo de 2012 a 2014, porém com producdo estimada em
2021 de 1.200.000 toneladas aproximadamente, os paises Colombia, Venezuela, Peru, se
encontravam na lista de grandes produtores nesse periodo de 12 anos, incluindo o Brasil com

produgdo estimada de 100 mil toneladas em 2021 (GIBSON,2021).
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A Dbase para entrada do mercado da carcinicultura no Brasil teve seu estopim em
meados da década 70 no Rio Grande do Norte, como uma estratégia para validar a eficiéncia
econdmica do cultivo de crustaceos, mais especificamente, espécies de camardao, como uma
possivel alternativa para substituir a exploracdo de sal, esse estudo foi intitulado “Projeto
camardo”, iniciativa realizada pelo governo do estado no periodo em questdo, em que se
objetivou a construcdo de tanques de cultivo nos respectivos locais das salinas, visando
produzir pelo método extensivo, caracterizado pela baixa renovacao de agua, baixa taxa de
arracoamento, entre outras variaveis (SANTOS et al, 2015). Ademais, o progresso da
carcinicultura no Brasil se deu com pesquisas voltadas para a os estidgios de reprodugdo,
larvicultura e engorda, no estado de Santa Catarina, local em que foram produzidas as
primeiras poés-larvas da América latina, em ambiente de laboratorio, com condig¢des
controladas (ABCC, 2011).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -IBGE, a
produgdo nacional de camardo obteve valores crescentes no que diz respeito a producdo, em
2019 o registro foi de 56.667.254 kg, em 2020 e 2021 o cultivo nacional foi de 66.561.265 kg
e 106.996.612 kg, respectivamente, ja o dado mais recente, no ano de 2022 a producao
catalogada foi de 113.300.618 kg (BRASIL, 2023). Desse modo, apesar do surto pandémico
ocasionado pelo SARS-CoV-2 no inicio de 2019, com a tomada de protocolos de
biosseguranga e medidas restritivas quanto a exportagdo, a carcinicultura demonstra ser uma

atividade resistente a diferentes obstaculos econdmicos, mantendo-se em niveis lucrativos.

2.1.2 Penaeus vannamei

O crustaceo mais cultivado no mundo, conhecido como camardo branco do
pacifico ou camardo das patas brancas, Penaeus vannamei, ¢ uma espécie de sucesso para a
aquicultura, em decorréncia do alto rendimento em densidades elevadas e tolerancia a baixas
salinidades, possibilitando a producdo em maior variabilidade espacial, ¢ nativa da costa do
oceano Pacifico, ocorrendo desde o norte do México, passando pelo Golfo da California até a
regido central do Peru, possui habito bentdnico, e atua sobre a plataforma continental em

profundidades que variam entre 5 e 72 metros (PEREZ FARFANTE; KENSLEY, 1997).
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Classificacdo sistematica do Penaeus vannamei (Boone 1931), de acordo com
Grave, Sammy (2022): Ultima edi¢do taxondmica realizada na WoRMS (World register of

marine species).

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Superclasse Multicrustacea
Classe Malacostraca
Subclasse Eumalacostraca
Superordem Eucarida
Ordem Decapoda
Subordem Dendrobranchiata

Superfamilia Penaeoidea

Familia Penacidae

Género Penaeus

Espécie Penaeus vannamei

No final da década de 60 e inicio da década de 70 o género Penaeus foi dividido
em subgéneros, por intermédio de uma pesquisa que sugeriu uma revisdo taxonémica, com
dados fundamentados em caracteristicas morfologicas (PEREZ FARFANTE et al., 1969). De
acordo com Flegel (2007) a revisao taxondmica ndo influenciou negativamente a industria
camaroneira, pois raramente era utilizada em condi¢des mercadoldgicas, concordante a isso,
atualmente a mudanca ndo desfavorece o comércio de camardes peneideos.Consoante, a
espécie conhecida nos dias atuais como Penaeus vannamei passou por uma recente revisao de
nomenclatura, deixando de ser denominada de Litopenaeus, e voltando a ser reconhecida pelo
género Penaeus em fevereiro de 2022, atualizacao publicada no WoRMS (World register of
marine species).

O cultivo da espécie P. vannamei no Brasil sofre abrangéncia de diferentes
aspectos relacionados a lucratividade, assim como os demais empreendimentos em que se faz
a producao de organismos vivos. Do mesmo modo, os manejos comumente adotados pelos
produtores rurais visam a reducdo de gastos em toda a cadeia produtiva do camardo marinho,
havendo diminui¢do das trocas parciais de agua, limitacdo de custos com bombeamento e

estruturas hidraulicas, redu¢do de custos com insumos como probidticos e racdo de boa
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qualidade, criando situagdes oportunas para a introducdo de patéogenos e desenvolvimento de
doengas dentro do sistema de producao (WALKER; MOHAN, 2009).

Para se ter um cultivo bem sucedido ¢ necessario entender os parametros que
atuam sobre o ciclo de vida do P vannamei (Quadro II), como as fisicas que estdo
relacionadas a temperatura, turbidez da 4dgua, solidos suspensos, variaveis quimicas como pH,
alcalinidade e dureza, gases dissolvidos, salinidade, compostos organicos e inorganicos,
variaveis biologicas como patéogenos virais, a exemplo deste o WSSV (White Spot Syndrome
Virus), varidveis relacionadas aos dados produtivos podendo ser consideradas tecnoldgicas
como densidade, taxa de renovacdo de agua, taxa de arragoamento, fator de conversdo
alimentar, biomassa e as variaveis limnologicas como oxigénio e condutividade (PINHEIRO
et al.; 2007). Logo, estes parametros devem ser constantemente monitorados e ajustados
visando reproduzir condi¢gdes andlogas ao habitat natural da espécie e em simultaneo atingir
bons resultados produtivos, a fim de reduzir os niveis de estresse e proporcionar conforto ao

animal durante o ciclo, da forma mais sustentavel possivel.

Quadro II - Niveis 6timos dos pardmetros para o cultivo de Penaeus vannamei.

Pariametro Nivel 6timo Unidade Referéncia
Oxigénio 4a6 mg/L Pées-Osuna et al. (2001)
Temperatura 28 a 30 °C Kubitza et al. (2003)
Salinidade 15a25 ppt Vinatea (1997)
pH 8,1a9,0 - Hernandez; Nunes (2001)
Alcalinidade >100 mg/L de CaCO3 Elovaara et al. (2001)
Dureza >150 mg/L de CaCO3 Wyk et al. (1999)
Amonia Oal Mg/L Boyd (1998)
Nitrito <0,3 mg/L Boyd (2000)
Nitrato 0,2a10 mg/L Boyd (2000)
Transparéncia 30a40 cm S4(2012)
Condutividade >100 puS/cm Cetesb et al. (2008)

Por conseguir tolerar salinidade muito baixa (SOWERS et al., 2005), o camardo
branco do pacifico ¢ cultivado em grande escala em aguas interiores no Brasil € no mundo,
sendo assim, o fato de ser um organismo de origem marinha corrobora para que o controle
adequado dos parametros limnoldgicos seja um desafio, algumas variaveis podem ter efeito
nocivo em baixa salinidade, como ¢ o caso do nitrato que se torna mais toxico (KUHN et al,,
2010). Além disso, valores de amonia e nitrito devem estar sempre proximos de 0 mg/L, tanto
em ambiente oligohalino como em um meio com alta concentragdo de sais (BOYD, 2000).
Ademais, niveis regulados de pH, alcalinidade e dureza em conjunto, contribuem para um

processo de ecdise eficiente, ou seja, importante para o crescimento do animal.
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2.2 Patologias de Origem Viral

O camarao marinho, por se tratar de um organismo invertebrado, nao possui um
sistema imunoldgico complexo e adaptativo, ndo ¢ capaz de produzir anticorpos especificos
equivalentes aos dos vertebrados (BARRACCO et al.,, 2008). Sendo assim, diferentes agentes
virais podem ocasionar surtos epidemioldgicos em diferentes regides em que se emprega o
cultivo de crustaceos, seja para fins comerciais ou cientificos, a Organizacdo Mundial para a
Saude Animal (World Organization for Animal Health - OIE) considera que s3o de
notificagdo obrigatoria, dentre outras patologias, as de origem virais (Quadro III), como
sindrome da mancha branca (White spot syndrome - WSS), infec¢do hipodermal e necrose
hematopoiética (IHHN), mionecrose infecciosa (IMN), e virus da sindrome de Taura (TSV)

(OIE, 2020).

Quadro III - Espécies suscetiveis aos patdogenos virais

Principais patégenos virais Sigla Espécies

Todos os crustaceos decapodes (Ordem
Sindrome da mancha branca WSS Decapoda) provenientes de fontes marinhas,
salobras e de agua doce;

Camardo de pata amarela (Penaeus
Infecgd@o hipodermal e necrose californiensis),  camardo  tigre  gigante

hematopoiética IHHN (Penaeus monodon), camardo branco do norte
(Penaeus setiferus), camardo azul (Penaeus
stylirostris) e camardo branco do pacifico
(Penaeus vannamet);

Camardo banana (Penaeus merguiensis),
Mionecrose Infecciosa IMN camardo tigre marrom (Penaeus esculentus) e
camardo perna branca (Penaeus vannamei);

Camardo gorduroso (Metapenaeus ensis),
camardo negro do norte (Penaeus aztecus),
camardo tigre gigante (Penaeus monodon),
Sindrome de Taura TSV camardo branco do norte (Penaeus setiferus),
camardo azul (Penaeus stylirostris) e o
camardo branco do pacifico (Penaeus
vannamei);

Fonte. WOAH (2023)

O White spot syndrome (WSS) foi visto pela primeira vez em Taiwan, de onde se
espalhou rapidamente para regides de cultivo de camardo no mundo, causando mortalidade

massiva em diversas criagoes de crustaceos em diferentes localidades (CAI et al., 1995). De
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extrema viruléncia, o virus da sindrome da mancha branca pode ser encontrado em branquias,
tecido cardiaco, pedunculo ocular, musculo abdominal e hemolinfa, causando letargia nos
individuos infectados, que deixam de se alimentar, em tanques ou viveiros os camardes
relinem-se nas aguas rasas ao longo das margens onde sdo frequentemente canibalizados pelo
camardao saudavel (CHU-FANG LO et al,, 1996).

O virus da infec¢do hipodermal e necrose hematopoiética (IHHNV) ¢ o menor dos
virus conhecidos dos camardes peneideos (NUNAN et al., 2000). Tendo em vista isso, sabe-se
que pelo menos dois genoétipos distintos de IHHNV ja foram identificados: O Tipo 1 das
Américas e Leste Asiatico (principalmente Filipinas) e o Tipo 2 do Sudeste Asiatico (TANG
et al., 2003). Este virus ja foi detectado em todos os estagios de vida (ou seja, ovos, larvas,
pos-larvas, juvenis e adultos) de P. vannamei, podemos ressaltar que os ovos produzidos por
fémeas infectadas com IHHNV com altas cargas de virus geralmente ndo se desenvolvem e
eclodem, ja os nauplios produzidos a partir de reprodutores infectados que eclodem tém uma
alta prevaléncia de infec¢do com IHHNV (MOTTE et al., 2003).

O virus da mionecrose infecciosa (IMNV) ¢ um dos principais patdgenos que
acometem a carcinicultura mundial, o primeiro relato do virus surgiu em uma fazenda de
engorda de camardo marinho localizada no municipio de Parnaiba, Estado do Piaui, em
setembro de 2002 (NUNES et al., 2004). Apo6s o surgimento, houve ocorréncia do IMN em
outras localidades do nordeste brasileiro, € ao redor do mundo, chegando no Sudeste Asiatico,
em que foi relatado casos da doenga no leste de Java na Indonésia (SENAPIN et al., 2007)

A intensificacdo dos sintomas ocasionados pela acdo do IMNV em camardes de
cultivo na época do primeiro caso clinico, foi associada ao estresse, incluindo as exposi¢des
as baixas temperaturas e baixas salinidades relacionadas ao periodo chuvoso (COSTA ef al.,
2009). O principal sintoma da doenga provocada pelo virus ¢ a perda de transparéncia do
tecido abdominal, efeito da necrose dos musculos, em estagios mais avancados, as lesoes
abdominais esbranquigadas adquirem coloragdo avermelhada, apresentando aparéncia de
camarao ‘“cozido” (TANG et al., 2005).Quando comparado a outros virus que infectam o
camardo, o IMNV apresenta sintomas mais brandos que o virus causador da sindrome da
Mancha Branca (White spot syndrome virus - WSSV) e o virus da Taura (Taura syndrome
virus - TSV) (LU et al., 1994).

O virus da sindrome de Taura (TSV) foi identificado por volta de 1992, em
fazendas de camardao no Equador perto do rio Taura, na provincia de Guayas, de 1a se
espalhou para as Américas, e chegou ao continente asiatico.A caracteristica clinica visivel

comumente causada pelos virus TSV ¢ a expansdo dos cromatdforos, o organismo infectado
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apresenta coloragcdo vermelha ou rosada nos primeiros meses do ciclo e durante o processo de
ecdise, o animal apresenta letargia, natacdo erratica e flacidez no exoesqueleto (SUDHA ef
al., 1998).

E importante frisar que o termo doenca aplicado a aquicultura é resultado de uma
interagdo complexa entre o hospedeiro, o ambiente que pode variar quanto a condig¢des
favoraveis e o patogeno que pode variar em relacdo ao nivel de viruléncia, havendo
possibilidade de em algumas situagdes essa relacdo existir sem efeitos adversos (SNIESZKO
et al., 1973). Do ponto de vista da genética cldssica, nesta interagdo, o ambiente desempenha
papel similar ao que ¢ empregado na relacdo entre fendtipo, gendtipo e ambiente.
Concordante a isso, a Embrapa (BRASIL, 2003) cita que diferentes constituicdes genéticas de
um organismo respondem de maneira unica a depender do estimulo ambiental, sendo assim,
no caso da acdo de um organismo patogénico sobre uma espécie, pode haver ou ndo estimulo

a mecanismos de defesa a depender do ambiente e se este interagir com o gendtipo.

2.3 Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

O Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) ¢ um patégeno que interfere
significativamente no comércio de camardes peneideos (HULTEN, 2001). Desse modo,
tém-se historico de ocorréncia do virus em diversos continentes, por meio do comércio
transnacional de crustaceos vivos e seus produtos (STENTIFORD; LIGHTNER, 2011).

Apo6s o surgimento entre os anos de 1992 e 1993 no noroeste Asiatico, houve a
rapida disseminagdo do WSSV na maioria das regides produtoras de camardio da Asia e do
Indo Pacifico incluindo China, Japao, Coreia, Tailandia, Indonésia, Taiwdn, Vietna, Malasia e
india, e continuou se expandindo entre as demais regides (PANTOJA; LIGHTNER, 2014).

No Brasil, a notificacdo oficial ao Departamento de Satide Animal (DSA), do
Ministério da Agricultura, ocorreu em 23 de maio de 2005 e ao Escritorio Internacional de
Epizootias (OIE), em 4 de agosto de 2005, em decorréncia do primeiro episdédio de
manifestagdo do virus no pais ocorrido na regido Sul, no Estado de Santa Catarina (NUNES
et al., 2005), neste mesmo ano, ja havia relatos da chegada do virus em cultivos de camarao
no Nordeste do Brasil, a primeira ocorréncia da doenga na regido foi em uma pequena fazenda
de camardo localizada no Ceard, surtos epidémicos do virus atingiram de forma massiva
fazendas do litoral oeste cearense ano de 2016, causando altas taxas de mortalidade

(COUTINHO et al., 2020).
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Piamsomboon et al. (2016) constataram que em Chanthaburi, na Tailandia, os
surtos de WSS estdo associados a periodos com baixas temperaturas médias, com grandes
variacoes, onde variagdes de 1 °C causaram aumentos de 8% no risco de ocorréncia de surtos
da enfermidade, mas que a chuva, na regido estudada, nao foi fator de risco para a doenga. O
mesmo autor comprovou que o uso de probidticos, adequado descanso dos viveiros e o
processo de calagem diminui os riscos de surtos de sindrome de mancha branca, assim como
o uso de fontes comunais de dgua de abastecimento aumentam o risco de surtos da doenga
(PTAMSOMBOON et al., 2015). Sendo assim, € possivel reduzir ou eliminar por completo a
mortalidade de camardes infectados voluntariamente com o virus da Mancha Branca quando
se emprega temperaturas da agua muito elevada (32-33 °C) ou muito baixa (< 15 °C),
pesquisas voltadas para este fim contribuiram para a utilizagdo de estufas como uma
alternativa preventiva ao patogeno (NUNES et al., 2004), porém como ainda ndo se tinha o
controle das altas temperaturas manejadas na estufa, foi estopim para surtos de IMNV, virus
que possui elevada patogenicidade em temperaturas elevadas.

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) designa o virus da
sindrome da mancha branca como o Ginico membro do género Whispovirus dentro da familia
Nimaviridae e da classe Naldaviricetes (ICTV, 2020). Tendo em vista isso, no que diz respeito
a caracteristicas, podemos salientar que o WSSV possui forma ovodide, tém uma simetria
regular e mede entre 80 e 120 nm de didmetro e entre 250 e 380 nm de comprimento e além
disso, uma extensao semelhante a um flagelo (apéndice) pdde ser relatada em uma das
extremidades do virus.

Em cultivo do P. vannamei, o virus da mancha branca se expressa com a
formagdo de depositos de sais de calcio no epitélio cuticular visivel, com a forma de manchas
brancas arredondadas, com diametro de 0,5 a 2 mm, que deram nome a sindrome. Geralmente
ha casos dos camardes doentes apresentarem também uma coloragdo marrom avermelhado,
que ¢ dita popularmente em fazendas de cultivo como uma “cor de telha”, isso ocorre devido
a expansao de cromatoforos do epitélio cuticular, em alguns casos a presenga de mancha
branca pode ser limitada ou ausente (PANTOJA; LIGHTNER, 2014). No entanto, fatores
como estresse ambiental, alta alcalinidade ou doenga bacteriana também podem causar
manchas brancas na carapaga do camardo, e que camardes doentes com infec¢cdo por WSSV

podem ter poucas ou nenhuma mancha branca (OIE, 2021) (Figura 1).



26

Figura 1. Depositos de calcio na carapaga do camardo com WSSV

Fonte. Arquivo pessoal (2021)

O virus causador da sindrome da mancha branca possui potencial de infec¢do em
diversos crusticeos, sabe-se que camardes peneideos sdo altamente predispostos ao contagio,
o que afeta significativamente o desenvolvimento do individuo. Porém, algumas espécies de
caranguejos, lagostins, camardes de agua doce, lagostas, entre outras, podem adquirir a
infeccdo por WSSV, mas hd maior resisténcia de alguns organismos quanto a mortalidade
como consequéncia da infec¢do (LO; KOU, 1998). Logo, para verificar a presenga do WSSV
em crustaceos, os melhores estagios de vida para detec¢do sdo os estagios finais de PL,
juvenil e adulto (OIE, 2021). Além disso, os principais tecidos-alvo deste virus sdo de origem
embriondria ectodérmica e mesodérmica, especialmente o epitélio cuticular e os tecidos
conectivos subcuticulares (MOMOYAMA et al., 1994; WONGTEERASUPAYA et al., 1995)
(Figura 2).
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Figura 2. Camardo com indicativo de mancha branca a esquerda ( “Cor de telha”)

Fonte. A autora (2021)

2.4 Variabilidade Genética em Virus

Mutagdo ¢ uma alteracdo na sequéncia de DNA ou RNA de um organismo, ou
seja recombinacdo nos nucleotideos de um individuo e surgimento de novos alelos, o que
interfere diretamente na replicagdo de material genético e causa a variabilidade genética.
Logo, com o destaque dessa informacao, podemos dizer que para uma mutagdo cromossdmica
afetar uma parte crucial do genoma, ndo necessariamente havera algum efeito fenotipico e
nem todas as mutagdes terdo consequéncias clinicas (NUSSBAUM et al., 2016).

A variabilidade genética de um virus ocorre naturalmente, atingindo diversos
polos de cultivo de camardao marinho ao redor do mundo, sendo assim as andlises de
variabilidade genética na carcinicultura sdo importantes para um manejo eficiente das
unidades conservadoras do material genético bem como, programas de melhoramento

(MAGGIONTI et al., 2013).
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Entre os métodos moleculares para identificacdo e recomendado para a maioria
dos virus que atingem a carcinicultura pela OIE (Organiza¢do Mundial da Saide Animal), se
destaca a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizada tanto para identificagdo de virus
de DNA como de RNA, técnica que revolucionou a biologia molecular por permitir a rapida
amplificagdo do alvo através de um procedimento de bancada em que se homogeniza o DNA
com um conjunto de reagentes especificos. Para que a reacdo ocorra, esse produto é colocado
em um termociclador que permite a incubagdo em diferentes temperaturas pré-programadas,
podendo ser convencional com posterior andlise em gel de agarose ou em tempo real (qPCR)
com resultado simultaneo (BROWN et al., 2010).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) possui algumas etapas principais, sao
elas a desnaturagdo em que ocorre a separagao da dupla fita de DNA, anelamento, em que
ocorre a ligacdo dos primers as sequéncias complementares de DNA, e a extensdo, em que a
enzima taq polimerase se liga a fita sinalizada pelo primer, complementando-a, e inicia a
sequéncia que sera replicada, formando novamente uma fita dupla de DNA. Esta técnica se
trata de um método in vitro rapido e versatil para a amplificacdo das sequéncias através de
primers especificos para o que se deseja analisar. Geralmente, o método ¢ programado para
permitir a amplificagdo seletiva de uma sequéncia-alvo especifica a partir de DNA total
previamente extraido (VIEIRA et al., 2011).

Apesar da sensibilidade do teste PCR ser superior a 90%, a prevaléncia de
resultados falso negativos ou falso positivo, podem inevitavelmente contribuir para a
propagacdao de infecgdes (GOMES, 2021). Neste caso, o potencial problema desses
resultados, acarretam a uma niao monitoragdo do patdégeno e consequente alastramento das
variantes virais (WEST et al., 2020).

O polimorfismo genético ¢ uma das principais causas de falsos resultados em
testes moleculares, a alta capacidade de replicagdo do material genético determina a
variabilidade a depender de fatores bidticos e abidticos (CULLEY et al., 2018).Outrossim,
sdo variagdes na seqliéncia de DNA que podem criar ou destruir sitios de reconhecimento de
enzimas de restri¢ao, algumas dessas alteragdes ocorrerdo em sequéncias nao codificadoras do
gene, que na maioria dos casos ndo terdo efeito em suas fungdes, outras ocorrerdo em
sequéncias codificadoras, levando a produgdo de proteinas, estas que poderdo expressar
alguma caracteristica deletéria no organismo, no caso de polimorfismos virais intensificando
ou nao agao do patdgeno a depender da espécie e do ambiente (LODISH et al., 2002).
Portanto, as sequéncias de leitura aberta, conhecidas por ORFs (Open Reading

Frames) ou quadros de leitura aberta em portugués, podem ser aliadas no processo de
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identificacdo de polimorfismo genético. As ORFs s3o uma regido da seqiiéncia nucleotidica
(DNA) que pode caracterizar um gene potencialmente polimodrfico, pois encontra uma
sequéncia de nucleotideos que ¢ eficiente para codificagio de uma proteina, sendo
caracterizada pela presenca de um start e um stop codon, que respectivamente sdo termos
utilizados para designar onde possivelmente se inicia e termina uma ORF (CRUZ et al,

2016).
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3 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram selecionadas e analisadas as 30 sequéncias genomicas
completas do virus da Sindrome da Mancha Branca (WSS), patégeno do camardo marinho
Penaeus vannamei, disponiveis no banco de dados gendmico publico Genbank. O grupo de
sequéncias foi analisado em relagdo aos seguintes primers utilizados para a genotipagem do
WSSV: Orfs 2324a, 1415a, 75a e Orf 94a, elencadas de acordo com a recomendacao da OIE /
WOAH.

A metodologia utilizada nessa etapa do trabalho foi baseada naquela descrita por
Hall (2013) utilizando o software MEGA (TAMURA et al., 2011). Portanto, foi verificado o
anelamento dos primers para o grupo de sequéncias através de PCR in silico, utilizando a
ferramenta de software Primer-BLAST. Ademais, foi realizado o download em modo Fasta
das sequéncias deferidas na triagem, que foram posteriormente alinhadas manualmente no
software MEGA, a partir do modo clustal. Além disso, foram produzidos dendrogramas e

graficos filogeograficos a partir da rede de haplétipos correspondente aos alinhamentos.

3.1 Origem das Sequéncias

As 30 sequéncias do genoma completo do virus da Sindrome da Mancha Branca
(WSS) foram extraidas do banco de dados gendmico publico National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Na
aba de pesquisa, foi inserido o nome do virus, através da seguinte expressao “Complete
Genome White Spot Syndrome Virus” como palavra-chave, bem como selecionado o filtro
para busca de nucleotideos, visando somente a coleta de sequéncias constituidas por acidos

nucleicos, que intrinsecamente serviriam para armazenar e transportar informacdes genéticas.

3.2 PCR in silico

Foi realizada a PCR in silico para todas as sequéncias do virus WSS obtidas
utilizando o Primer-BLAST, que combina o BLAST com um algoritmo de alinhamento global
para garantir um pareamento completo do iniciador-alvo, ferramenta capaz de detectar alvos

que possuem um numero significativo de incompatibilidades com os iniciadores e verificar a
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especificidade de primers pré-existentes (YE et al;2012). Portanto, foi realizado o acesso ao
Primer-BLAST, e foi priorizado realizar a andlise na op¢ao que designa a busca para alvos em
um modelo “primers for target on one template”. Logo, na caixa de parametros iniciais foi
inserido o Primer Foward e Reverse para a Open reading frame (ORF) de interesse, sendo
realizado entdo 4 tratamentos, referente as ORFs em questdo para o grupo de 30 sequéncias.
Ademais, na caixa que diz respeito a especificagio de Exon e Intron foi selecionada a opgao
“sem preferéncia”, em parametros de verificacdo de especificidade do par de primers foi
selecionado o modo automatico de busca, e na base de dados foi fixada a opc¢do
“personalizado” para a inclusdo dos numeros de acesso das 30 sequéncias previamente
coletadas. Com o resultado da triagem inicial foi analisado de maneira qualitativa e
quantitativa o query cover (do inglés, valor de cobertura) para a consulta, que permite avaliar
a similaridade das sequéncias com base nos resultados do BLAST (NEWELL et al; 2013).
Ap0s, foi realizada uma investigagdo visual para certificar a eficacia do alinhamento em cada
sequéncia, verificando o anelamento completo dos primers, e foi obtido o download em
modo Fasta da regido referente ao anelamento de cada sequéncia para posterior analise em

software.

Quadro IV - Primers das ORFs indicadas pela OIE/WOAH utilizados na Pcr in silico para WSSV

Primers Anelamento Sequéncias
Orf 1415 a F AAT ATG GAA CGA CGG GTG
R GAC CAG CGC CTC TTC AG
Orf 94 a F AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT
R TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC
Orf23/24 a F GTA GTG CAT GTT TCT CTA AC
R GTA AGT TTA TTG CTG AGA AG
Orf 75 a F ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC
R CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG

Fonte. OIE (2023)

3.3 Avaliac¢io do polimorfismo

Para a producdo dos dendrogramas, foi utilizado o software MEGA, em que foi
realizado o alinhamento das sequéncias, para cada Open reading frame (ORF). As sequéncias
para as respectivas ORFs de interesse, foram catalogadas em um tinico documento textual no

modo FASTA, e foram inseridas no software MEGA, apos foram renomeadas com
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informagdes referentes ao numero de acesso, pais e ano de origem visando melhor
identificacdo. Logo, foi realizado o alinhamento a partir da sele¢do das respectivas opgdes
disponiveis no presente software: Edit/Build Alignment, Create a new alignment, DNA, apos,
foi inserido o arquivo FASTA, clicando em menu e respectivamente em Data,Open, Retrieve
Sequences from File. Logo, foi feito o alinhamento usando a op¢do do menu Alignment que
solicita a sele¢do de todas as sequéncias, dessa forma o alinhamento foi efetuado usando a
primeira opgao disponivel Align by ClustalW, dentro do préprio software, nesta etapa,
nenhuma configuragdo dos pardmetros foi modificado, sendo mantidos como os default do
software, o algoritmo utilizado pelo programa para o modo clustal faz um alinhamento
progressivo, comecando pelas sequéncias que melhor se alinham, reduzindo o tempo de
processamento (TAMURA et al., 2011). As redes filogenéticas ou dendrogramas, foram
produzidas a partir da opg¢ao “Phylogeny”, a partir do modo “Construct/Test Neighbor-Joining
Tree”, disponivel na tela de entrada do software, sendo assim, foram inseridos os
alinhamentos salvos em modo FASTA, os dados para cada ORF foram analisados e salvos.
Visando validar os dados obtidos anteriormente nas andlises no MEGA e PopArt, foi
identificado visualmente nucleotideos distintos dentro do alinhamento realizado pelo software

online Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Da busca feita pelo genoma completo de WSSV, foram obtidas 30 sequéncias,
conforme detalhado na Tabela 1. Foi possivel observar que a maior frequéncia de depositos ¢
de amostras do Japao, com 13 registros, seguido da China com um total de 7 amostras
cadastradas. Foram identificadas variagdes quanto ao nimero de amostras para os diferentes
continentes, desde a Asia e Oceania, até paises da América do Norte e do Sul, entre eles
Estados Unidos, México, Equador e Brasil, sendo para este ultimo, apenas uma amostra

identificada para o Virus da Sindrome da Mancha Branca no banco de dados Genbank.

Tabela 1- Sequéncias obtidas no Banco Genomico GenBank

Pais de Origem Numero de acesso Ano Tamanho pb
AP027278.1 1997 299.976
AP027279.1 1997 293.923
AP027280.1 1997 311.562
AP(027285.1 2016 289.287
AP(027281.1 2017 301.236
AP(027286.1 2017 289.353
AP(027287.1 2017 289.352
AP027282.1 2018 301.054
AP027288.1 2019 288.252
AP(027284.1 2020 298.496
AP(027290.1 2021 288.190
AP(027283.1 2023 295.104
Japao AP027289.1 2023 288.494
KT995472.1 1994 309.286
NC 003225.3 1994 309.286
AF332093.3 1996 305.119
KT995471.1 2010 284.148
KT995470.1 2010 294.261
KY827813.1 2012 281.054
KX686117.1 2015 300.223
China NC 075105.1 2023 305.119
India MG702567.1 2013 280.591
Estados Unidos MN840357.1 2017 305.094
M¢éxico KU216744.2 2008 300.087
Equador MH090824.1 2015 288.997
Australia MF768985.1 2016 285.973
Coreia do Sul JX515788.1 2011 295.884
Taiwan AF440570.1 1994 307.287
Tailandia AF369029.2 1996 292.967
Brasil MG264599.1 2015 314.232

Fonte: GenBank (2023)
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4.1 ORF 14/15 a

Foi possivel identificar 14 perfis polimorficos através da analise do dendrogramas
produzidos pelo software MEGA ap0s realizar o alinhamento dos 30 genes das amostras do
virus WSS, 23 se anelaram a este primer . Logo, observou-se que as sequéncias AF369029.2,
KU216744.2, AP027279.1, MF768985.1,  KY827813.1, KT995471.1, KX686117.1,
JX515788.1, AP027290.1, AP027289.1, AP027288.1 ¢ AP027283.1, com origem nos paises
Tailandia, México, Japao, Australia, China, e Coreia do Sul, respectivamente, estdo inseridas
em perfis polimoérficos distintos nesta analise. Todavia, as sequéncias AF332093.3,
NC 075105.1, de origem chinesa, juntamente com a amostra estadunidense MN840357.1
compdem um unico possivel perfil, podendo corroborar para a hipotese referente ao
estabelecimento da rota de dispersao do virus, que pode ter inicio através do comércio de
camardes congelados provenientes de importagdo da Asia para processamento nos Estados
Unidos (SOUSA et al., 2019). Além disso, observou-se que um grupo de amostras asiaticas se
relacionam com apenas uma amostra do Equador, um dos paises mais afetados pelo virus da
Sindrome da Mancha Branca, sdo estas as sequéncias estabelecidas no dendograma
AP027288.1, AP027287.1, AP027286.1, AP027285.1, AF440570.1, KT995470.1, e
MH090824.1 em que a maioria ¢ de origem japonesa e as duas Gltimas sdo respectivamente
do Taiwan e da China seguidas da amostra equatoriana, também no ultimo segmento da
arvore observou-se duas sequéncias japonesas que se agrupam em um mesmo perfil, e
possuem distancia de apenas um ano de diferencga, sdo estas AP027281.1 e AP027292.1.

Em uma analise mais objetiva, no software PopArt houve a presenga de 6 perfis
distintos para a ORF 14/15a, em que no maior grupo se encontram amostras da China,
Tailandia, Japao, Coréia do Sul, México, Australia e Estados Unidos, havendo correlacao
entre estas sequéncias, denotando que possuem o mesmo perfil de variabilidade genética,
como pode-se observar na Figura 3 e Tabela 2, em que as sequéncias estdo em ordem

decrescente, do maior grupo para o menor.
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Figura 3 - Relagao filogenética entre as sequéncias para a ORF 14/15a
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Tabela 2 - Amostras incluidas no maior nucleo de variabilidade da Orf 1415 a

N° de Acesso Pais Ano
AF332093.3 China 1996
AF369029.2 Tailandia 1996
AP027279.1 Japao 1997
AP027279.1 Japao 2016
AP027285.1 Japdo 2017
AP027286.1 Japdo 2017
AP027287.1 Japdo 2019
AP027288.1 Japdo 2023
AP027289.1 Japao 2021
AP027290.1 Coreia do Sul 2011
JX515788.1 China 2010
KU216744.2 México 2008
KX686117.1 China 2015
KY827813.1 China 2012
MF768985.1 Australia 2016
MN840357.1 Estados Unidos 2017

NC_075105.1 China 2013

Fonte: A autora (2023)
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4.2 ORF 23/24 a

Para a Orf 2324a foi possivel identificar 9 perfis polimorficos através da analise
do dendrogramas, apos realizar o alinhamento dos 30 genes das amostras do virus WSS,
apenas 14 se anelaram a este primer. Logo, observou-se que no primeiro perfil polimoérfico se
encontram sequéncias em que a maioria é de origem asiatica, dos paises China, Japao e India,
ademais apenas uma amostra do Equador, sdo elas KT995471.1, MG702567.1, AP027284.1,
AP027278.1, KY827813.1. No segundo perfil identificado, observam-se duas sequéncias
japonesas a AP027289.1 e a AP027290.1. Além disso, uma Unica sequéncia japonesa,
cadastrada no ano de 2023 estd em um perfil polimorfico distinto para este primer, a
AP027283.1, observa-se também 7 amostras em seguidos perfis polimorficos isolados, sendo
elas, a AP027285.1, AP027286.1, AP027288.1, AP027279.1 e MH090824.1, em que 6 destas
amostras sdo do Japdo e a ultima do Equador. Na andlise pelo software popArt houve a
presenga de 9 perfis distintos para a ORF 2324 a, em que nos dois maiores grupos se
encontram amostras da China e do Japao, como pode-se observar na Figura 4 e Tabela 3, em

que as sequéncias estdo em ordem decrescente , do maior grupo para o0 menor.

Figura 4 - Relag@o filogenética entre as sequéncias para a ORF 23/24a
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Tabela 3 - Amostras incluidas nos dois maiores ntcleos de variabilidade para a Orf 2324 a

N° de Acesso Pais Ano
AP027285.1 Japao 2016
AP027286.1 Japdo 2017
AP027287.1 Japdo 2017
AP027288.1 Japao 2019
AP027278.1 Japao 1997
KT995471.1 China 2010
KY827813.1 China 2012

Fonte. A autora (2023)

4.3 ORF 94 a

Foi possivel identificar 17 perfis polimorficos através da analise do dendrogramas
produzidos pelo software MEGA, apods realizar o alinhamento dos 30 genes das amostras do
virus WSS, 21 se anelaram a este primer. Logo, observou-se que poucas sequéncias
compartilhavam perfil polimorfico em comum, sendo estas as sequéncias oriundas da Coreia
do sul e da China JX515788.1 e KX686117.1, respectivamente, além disso, 3 amostras do ano
de 1997 de origem no Japao, a AP027278.1, AP027279.1 e AP027280.1, na analise de
dendrogramas para esta ORF, compartilham o mesmo perfil polimorfico, foi possivel inferir
também que duas sequéncias contendo uma distancia temporal de 27 anos de diferenca,
compartilhavam o mesmo perfil, sendo elas AF332093.3 e NC 075105.1, o restante da
sequéncias se manteve em perfis distintos. Todavia, ao inserir o alinhamento proveniente do
MEGA no software popArt houve a identificacao de apenas 4 perfis distintos para a ORF 94a,
0 que possibilitou uma andlise sucinta dos grupos.

No menor grupo estdo amostras da Coreia do Sul, e China, JX515788 1 e
KX686117 1, respectivamente. Além disso pode-se observar um perfil polimorfico que
demonstra a similaridade entre AP027283 1 do Japao, KT995470 1 da China e KU216744 1
oriunda do México. No maior grupo compartilham o mesmo perfil amostras da China,
Tailandia, Japao, Coréia do Sul, México, Brasil, India, Equador e Estados Unidos, havendo
indicativo através do genoma do virus, que estas sequéncias compartilham polimorfismo e
sdo similares como pode-se observar na Figura 5 e Tabela 4, em que as sequéncias estdo em

ordem decrescente , do maior grupo para o menor.




Figura 5 - Relagdo filogenética entre as sequéncias para a ORF 94a
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Tabela 4 - Amostras incluidas nos trés maiores nicleos de variabilidade para a Orf 94 a

Japao_2023_APC027283_1

Japao_2020_aAP0Z7234_1

elolvlele]l Jelolel

China

Tailandia
Taiwan

Japao
Coreia_do_sul
Mexico

Brasil

India

Equadar
Estados_Unidos

N° de Acesso Pais Ano
AF332093 3 China 1996
KT995472 1 China 1994
NC 075105 1 China 2023
AF369029 2 Tailandia 1996
AF440570 1 Taiwan 1994
AP027278 1 Japao 1997
AP027279 1 Japao 1997
AP027280 1 Japao 1997
AP027281 1 Japao 2017
AP027282 1 Japao 2018
MG264599 1 Brasil 2015
MH090824 1 Equador 2015
MG702567 1 India 2013
MNS840357 1 Estados Unidos 2017

Fonte: A autora (2023)
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44O0ORF75a

Foi possivel identificar 12 perfis polimorficos através da analise do dendrogramas
produzidos pelo software MEGA ap0s realizar o alinhamento dos 30 genes das amostras do
virus WSS, 26 sequéncias se anelaram a este primer . Logo, ao observar o dendograma para
esta ORF observou-se um grande grupo polimorfico composto por 9 sequéncias, divididas
entre China, Japao e apenas uma dos Estados Unidos, sdo elas AP027283 1, NC 003225 3,
AP027278 1, AP027279 1, AP027280 1, MN840357 1, KT995472 1, NC 075105 1 e
AF332093 3. Ademais, para a andlise dessa ORF a sequéncia brasileira MG264599 1, se
encontra em um mesmo perfil juntamente com a amostra de Taiwan, a AF440570 1, no
dendograma em questdo observa-se distintos perfis constituidos por sequéncias isoladas,
sendo elas do Japao e China, para a analise desta Open reading Frame a sequéncia equatoriana
MHO090824 1 se manteve sozinha, sem apresentar similaridade com outra sequéncia em um
mesmo perfil polimdrfico, ja as sequéncias japonesas mantém similaridade entre elas, como ¢
o caso das amostras AP027288 1,AP027287 1,AP027286 1 e AP027285 1, que juntas
formam um tUnico perfil.

No software popArt houve a presenca de 8 perfis distintos para a ORF 75 a, em
que no maior grupo se encontram amostras da China, Taildndia, Japdo, Brasil, México,
Taiwan, Estados Unidos, havendo correlagdo entre as sequéncias oriundas desses paises,
denotando que possuem o mesmo perfil de variabilidade genética, como pode-se observar na
Figura 6 e Tabela 5, em que as sequéncias estdo em ordem decrescente, do maior grupo para

O menor.



Figura 6 - Relagdo filogenética entre as sequéncias para a ORF 75a
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Tabela 5 - Amostras incluidas nos trés maiores nucleos de variabilidade para a Orf 75 a

N° de Acesso Pais Ano
AF360929 2 Tailandia 1996
AP027284 1 Japao 2020
AP027279 1 Japao 1997
AP027278 1 Japao 1997
NC 003225 1 China 1994
MN840357 1 Estados Unidos 2017
KU216744 México 2008
KT995472 1 China 1994
KX686117 1 China 2015
AF440570 1 Taiwan 1994
NC 075105 1 China 2023
AF332093 3 China 1996
MG264599 1 Brasil 2015
MN840357 1 Estados Unidos 2017

Fonte: A autora (2023)
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De acordo com os artigos de inclusdo das amostras no Genbank, estas tiveram
origem distintas e variam quanto a origem da infec¢do, podendo ser de animal naturalmente
infectado preservado em etanol, amostras enviadas por agricultores locais, cepas de
laboratérios, isolados de camardes contaminados, recuperados de amostras diagndsticas
submetidas a 6rgdos governamentais que foram positivas para WSSV por PCR, e infec¢ao
viral a partir de ensaios in vivo. Os resultados da pcr in silico que foi realizada para fazer a
analise das 30 sequéncias selecionadas para o estudo, pode ser visualizado nos apéndices e
anexos, bem como os dendrogramas obtidos pelo sofiware MEGA. Algumas sequéncias em
cada ORF ndo se anelaram completamente, podendo sugerir uma possivel mutagdo na regiao
de anelamento dos primers em questao.

A carga de viruléncia de um patdgeno viral pode estar relacionada com o tipo de
variante viral que se encontra no ambiente e a sua interacdo com o meio, podendo causar altas
mortalidade na producdo de camardo (NUNES et al 2016). Os Locus de minissatélites ORF
94 a, ORF 75 a , ORF 2324 a e ORF 1415 a do genoma do WSSV sio utilizados como
marcadores moleculares em estudos epidemiologicos, porém nao hd muitas pesquisas que
contextualizam a utilizagao destas até o momento.

Estudos mostraram que isolados do virus da sindrome da mancha branca (WSSV)
de diferentes localizacdes geograficas compartilham uma alta similaridade genética, com
excecdo das regioes variaveis em ORF 23/24 a e ORF 14/15 a, e numero variavel de
repeticdes para a ORF 94 a, estudo que verificou o gendtipo do virus para estes trés primers
mencionados usando isolados de WSSV de amostras coletadas, em que a ORF 94 a forneceu
mais informagdes para uma melhor analise do modo de transmissdo espago-temporal e da
linhagem de evolucao genética do WSSV (TAN et al., 2011).No presente estudo a Orf 75 a se
anelou com maior maior numero de sequéncias propostas para a pcr in silico, porém obteve
menor nimero de perfis polimdrficos quando comparada a Orf 94 a, ja em analise feita pelos
graficos extraidos do popArt o inverso se apresenta, podendo-se identificar de maneira
eficiente a relacdo entre as sequéncias utilizando os dois primers em questdo, porém a Orf 94
a se mostrou mais adequada, por apresentar ampla similaridade filogeografica e maior numero
de perfis polimorficos, se traduzindo conveniente para analise de variabilidade genética. para
o WSSV. No México, quando um monitoramento foi realizado a fim de verificar os niveis de
variabilidade genética do WSSV foi possivel observar ampla variacdo para a orf 94 a

sugerindo que variantes genéticas deste virus coexistem e sao de origem geograficas distintas

(AVELAR et al;2015).
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Em estudos realizados na Asia sobre a disseminacdo do virus da sindrome da
Mancha Branca utilizando a Orf 23/34 e 14/15, relacionam a primeira com o surto inicial de
WSSV (ZWART et al;2010). Nesta pesquisa para o primer em questdo foi o unico que
manteve o perfil de variabilidade, havendo mesmo niimero de perfil polimorfico tanto para os
dendrogramas, quanto para o grafico filogenético. A produgcdo Mundial da aquicultura
aumenta ano apds ano, tendo as principais areas de producao localizada no sudeste asiatico,
como China, Tailandia, Vietnd, Indonésia,e India, e nas américas o Equador, México e Brasil,
paises presentes na analise de todas as ORFs desta pesquisa.

Para uma andlise preliminar de disseminacdo do WSSV ¢ necessario, além de
conhecer o genoma ¢ analisar as relacdes filogeograficas a nivel genético, considerar a
prevaléncia do agente patogénico nos paises exportadores, ndo cabendo individualizar o risco
a determinado pais e sim entender o historico de viruléncia da carcinicultura local e inserir o
pais como a probabilidade de dissemina¢do de novas estirpes virais visando obter resultados
concretos, levando em consideragdo todo o manejo de exportagdo desde descarte de residuos
até possiveis desvios da matéria prima para outros métodos de subsisténcia como por exemplo
a venda de iscas, que em muitos casos sdo negligenciados e esquecidos, podendo haver carga
viral inserida e corroborar para um desequilibrio ecologico. Ademais, para as 30 sequéncias
analisadas de diferentes paises cadastradas no Genbank, ndo se observou registro de
notificacdo obrigatoria no site da Organizacdo Mundial para a Satide Animal (OIE/WOAH)

para estas sequéncias, fazendo-se necessario para analises posteriores.
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5 CONCLUSAO

Com o presente estudo preliminar, foi possivel concluir que:

> O maior numero de registros de genomas completos de WSSV sdo oriundos do continente
asiatico, o que pode limitar os estudos de variabilidade genética no contexto global;

> Foi possivel inferir que a ORF 94 a possibilitou uma analise mais ampla quanto ao
polimorfismo genético presente em genomas completos do WSSV, disponiveis no
Genbank, apresentando mais similaridade e maior nlimero de perfis polimodrficos entre as
sequéncias, exprimindo-se com eficiéncia para a presente analise, podendo ser aplicada em
possiveis estudos epidemioldgicos, verificagdao da variabilidade genética e disseminacao do
virus da Sindrome da Mancha Branca;

> Estudos de variabilidade genética viral sdo necessarios para a constante avaliagdo do
estado sanitario dos cultivos de camardao marinho, principalmente para o ndo diagnodstico

de falsos positivos.
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APENDICE A- Dendograma da ORF 14/15 a para as sequéncias alinhadas

Tailandia 1996 AF369029 2
7] Mexico 2008 KU216744 2
Japao 1997 AP027279 1
Australia 2016 MF768985 1
China 2012 KY827813 1

China 2010 KT995471 1

China 1996 AF332093 3

Estados Unidos 2017 MN840357 1
China 2023 NC 075105 1

100{| ' China 2015 KX686117 1

Coreia do Sul 2011 JX515788 1
Japao 2021 AP027290 1

Japao 2023 AP027289 1

Japao 2019 AP027288 1

Japao 2017 AP027287 1

| Japao 2017 AP027286 1

Japao 2016 AP027285 1

Taiwan 1994 AF440570 1

China 2010 KT995470 1

Equador 2015 MH090824 1

— Japao 2023 AP027283 1

Japao 2017 AP027281 1
100 |
100 ' Japao 2018 AP027282 1

100
73

0,050
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APENDICE B- Dendograma da ORF 23/24 a para as sequéncias alinhadas

China 2010 KT995471 1
India 2013 MG702567 1
Japao 2020 AP027284 1

58
Japao 1997 AP027278 1

China 2012 KY827813 1
[ Japao 2023 AP027289 1
100 ' Japao 2021 AP027280 1

Japao 2023 AP027283 1

100

Japao 2016 AP027285 1

— Japao 2017 AP027286 1

Japao 2017 AP027287 1

96

Japao 2019 AP027288 1
96
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99 ' Equador 2015 MH090824 1
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APENDICE C- Dendograma da ORF 94 a para as sequéncias alinhadas

China 1994 KT995472 1
China 1994 NC 003225 3
Equador 2015 MH090824 1
77! Brasil 2015 MG264599 1
44l China 2010 KT995470 1
29| Mexico 2008 KU216744 2
100/ | Estados Unidos 2017 MN840357 1
China 1996 AF332093 3
30“;1 China 2023 NC 075105 1
[ |— Japao 2020 AP027284 1
Japao 2017 AP027281 1
J?—I: Japao 2018 AP027282 1
98 India 2013 MG702567 1
- Tailandia 1996 AF369029 2
100 44| Taiwan 1994 AF440570 1
Japao 1997 AP027278 1
| Japao 1997 AP027279 1
931 japao 1997 AP027280 1
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APENDICE D- Dendograma da ORF 75 a para as sequéncias alinhadas
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China 1996 AF332093 3
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—
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ANEXO A- PCR in silico para a ORF 23/24 a

Self Self 3'

Seguance (3-3) banggh e BE complementarity complementarity
F:rri‘r";ff GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 20 51.66 40.00 4.00 1.00
':,er‘i’;’:f GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20 49.50 35.00 4.00 1.00

Products on intended targets

Products on allowed targets

Products on allowed transcript variants
Products on potentially unintended templates
Products on target templates

>KY827813.1 White spot syndrome virus strain CN0O4

product length = 1265

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template 265395 soismmmEn sy 265414
Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28
Template P ] g e 266648

>AP027290.1 MAG: White spot syndrome virus Miyako2021 DNA, complete genome

product length = 2887

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template 2TOFY, e 271011
Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28

https./fAwww.ncbi.nim_nih govitools/primer-blast/primertool .cgi
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09/10/2023, 17.23 Primer-Blast results
Template ZAITIR: s TN T 273779

>AP027289.1 MAG: White spot syndrome virus 1-4 DNA, complete genome

product length = 2811
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template £ T ————— 271311

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28
Template STHLBR o e e e e 274883

>AP027288.1 MAG: White spot syndrome virus 0722-1 DNA, complete genome

product length = 1140
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 20
Template 2FATAB oo pacmm e wmnncn mmmemng 272737

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20
Template 2IBBET"  aniovwwrwsem e v 273838

>AP027287.1 MAG: White spot syndrome virus E2 DNA, complete genome

product length = 1148
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template 2IBIB  swsesvrvaE eEETE 273837

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28
Template 2857 ynn caneER e e 274938

>AP027286.1 MAG: White spot syndrome virus E1 DNA, complete genome

product length = 1148
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 20
Template STIBIOE o e 273838

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20
Template 274958 .. 274939

>AP027285.1 MAG: White spot syndrome virus S14 DNA, complete genome

product length = 114@
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template PRXTID o o e W R0 T 273772

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20
Template BPABND:  wonavasarei s e 274873

>AP027284.1 MAG: White spot syndrome virus Pc2020 DNA, complete genome

product length = 1265
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 20
Template ARIBIT o i i e ais e e 282856

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20
Template 2BANBL i eria s 2840882

https:/fwww nebi nlm nih govitools/pimer-blast/primertool cgi 416



09/10/2023, 17.23 Primer-Blast results
>AP027283.1 MAG: White spot syndrome virus 79 DNA, complete genome

product length = 2918
Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template DRTTIRL  sonwrnmmsmsnsm oS R RS A 277811

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28
Template 28B7H9. e v e 288698

>AP027279.1 MAG: White spot syndrome virus JPO1B DNA, complete genome

product length = 803

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28

Template REIBRLT " bt e R a 278746

Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20

Template 279529" i avisET e 279518

>AP027278.1 MAG: White spot syndrome virus JP01A DNA, complete genome

product length = 1265

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28

Template 2BAEIE. e e 284335
Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28

Template 285588 .........iiieiinnnnn 285561
>MG702567.1 White spot syndrome virus isolate IN_AP4RU

product length = 1248

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template BEYZE i simamm s s Amase 88142
Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20
Template BOATH i e S AT 89351

>MH090824.1 White spot syndrome virus isolate WSSV-EC-15098

product length = 1149

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
Template Pk v L T e oy 273472
Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 20
Template 270081 LnishEE e s 274582
>KT995471.1 White spot syndrome virus strain CNO3

product length = 1265

Forward primer 1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 20
Template ZEBABY. . vmiem v ey 268508
Reverse primer 1 GTAAGTTTATTGCTGAGAAG 28
Template ZEIIRY.  svwemm e 269734

>MF768985.1 White spot syndrome virus isolate WSSV-AU

https:/frww nebi nlm nih govitools/primer-blast/primertool cgi
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09/10/2023, 17:23

product length
Forward primer
Template

Forward primer
Template

= 2966

1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
ZEBIY  canaria s R e 29838

1 GTAGTGCATGTTTCTCTAAC 28
32784 Loviaen TC...-.A...C. 32766

Primer-Blast results
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ANEXO B- PCR in silico para a ORF 14/15 a

Self Self 3'

Sequence (5->3) Lengtht Tni' ‘GC% complementarity complementarity

Forward 1 GGAACGACGGGTG18  54.38 50.00 4.00 0.00
primer
Rper‘i';’:f GACCAGCGCCTCTTCAG 17  57.32 64.71 4.00 2.00

Products on intended targets

.Products on allowed targets

Products on allowed transcript variants
.Products on potentially unintended templates
Products on target templates

>KY827813.1 White spot syndrome virus strain CN04

product length = 1858

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18

Template 257983  moan e 258000

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

Template 25983 npanars TR 259816
>AF369029.2 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 2485

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 22229 i in e e 22246
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

https:/Aww.ncbi.nlm.nih govitools/primer-blast/primertool.cgi

37

62



09/10/2023, 17:17 Primer-Blast results
Template AT, o onine wvipms o @ 24697

>AP027290.1 MAG: White spot syndrome virus Miyako2021 DNA, complete genome

product length = 2@8e
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 138
Template 262847 caian ciiion eneas e 262964

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 265020 - vt n s 265018

>AP027289.1 MAG: White spot syndrome virus 1-4 DNA, complete genome

product length = 2112
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 263252 ... 263269

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 285363 . uaaiavieienain o 265347

>AP027288.1 MAG: White spot syndrome virus 0722-1 DNA, complete genome

product length = 26680
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template P =7 - 7 A ——— 264184

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 266826 ....i.iiiiiaeaaan 266810

>AP027287.1 MAG: White spot syndrome virus E2 DNA, complete genome

product length = 2668
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 2EREET  cues swws i S 265284

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template ZETIRE conivowm mprsmon ot so 267910

>AP027286.1 MAG: White spot syndrome virus E1 DNA, complete genome

product length = 2660
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 20868 v aeiai s s 265285

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template ol -Trs ol P B g 267911

>AP027285.1 MAG: White spot syndrome virus S14 DNA, complete genome

product length = 2668
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 265202 ...........eei.aa. 265219

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 2ETBET seueraeus s i 267845

https:/iwww.nebi.nlm_nih gov/tools/primer-blast/primertool_cgi
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09/10/2023, 17:17 Primer-Blast results
>AP027283.1 MAG: White spot syndrome virus 79 DNA, complete genome

product length = 3913
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 267988 osinise e et oa 268085

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template PTTIOE oviiom mmimion somsbinn <o 271884

>AP027282.1 MAG: White spot syndrome virus JP04 DNA, complete genome

product length = 3928

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template o7 a2 T e 271758
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 25660  amramese e e T 275644

>AP027281.1 MAG: White spot syndrome virus JP03 DNA, complete genome

product length = 392e

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 271925 i v e o 271942
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 2IEBAL  cocienseuis senim e 275828

>AP027279.1 MAG: White spot syndrome virus JPO1B DNA, complete genome

product length = 2223

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18

Template 270616 e 270633

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

Template 279838 maw s e 272822
>MN840357.1 White spot syndrome virus isolate CN_95_DFPE

product length = 2678

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18

Template 2TAOOE:  onprpausorsin s aon a0 271081
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

Template 273733 e 273717
>KU216744.2 White spot syndrome virus strain MEX2008

product length = 2097

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 2EEBB. s e s SR A 22258
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template A28 oo v s @ 24313

>MH090824.1 White spot syndrome virus isolate WSSV-EC-15098

https:/iwww.nebi.nlm_nih gov/tools/primer-blast/primertool_cgi 57



09/10/2023, 17:17 Primer-Blast results

product length = 2662

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18

Template POABOG . one s e i e e 264916

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

Template 267560 .....iiieiieanas 267544
>MF768985.1 White spot syndrome virus isolate WSSV-AU

product length = 2024

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 5.5 7 s . SRURETPPETU NSRS 22258
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template s A R 24240
>KT995471.1 White spot syndrome virus strain CN03

product length = 1858

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template el 1 ot R T S 260768
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template vl 2 1 P Y 262584
>KT995470.1 White spot syndrome virus strain CN02

product length = 2662

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template ZBASTR o seen N e 264995
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 267639 s sitedn s e 267623

>KX686117.1 White spot syndrome virus strain PC

product length = 2088

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18

Template 108731 e 108748

Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

Template ATOBLO v st wivivis o 118794

>JX515788.1 White spot syndrome virus strain K-LV1, complete genome

product length = 2080

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 1 .51 1 L B RN 263148
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 2ESZ0B e s e e e ey 265194

>AF440570.7 Shrimp white spot syndrome virus, complete genome

product length = 2662
Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18

https:/iwww.nebi.nlm_nih gov/tools/primer-blast/primertool_cgi



09/10/2023, 17:17 Primer-Blast results
Template i [ - 1] - P 3elle7
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template BOITEL.  pmnimre mimssomieapissi e omts 303735

>NC_075105.1T White spot syndrome virus, complete genome

product length = 2678

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template 2B sesissseves sunon s 271118
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17
Template 2TBTB2 i wvmns s 95 273746

>AF332093.3 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 2670

Forward primer 1 AATATGGAACGACGGGTG 18
Template sl Lk e 271118
Reverse primer 1 GACCAGCGCCTCTTCAG 17

Template DIITOD  coviraidns Do SRR AR NG 273746
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ANEXO C- PCR in silico para a ORF 94 a
Self Self 3'

I_ I o

Sequence (3->3) Length, Tm: G0% complementarity complementarity
F:r’iﬁae’rd AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25  60.81 44.00 5.00 2.00
]Tfr‘l';’:f TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25  60.34 44.00 5.00 3.00

Products on intended targets

Products on allowed targets

Products on allowed transcript variants
Products on potentially unintended templates
Products on target templates

>AF369029.2 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 414
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template - 7 e S R 142731

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template AAIADOE ooy asmmsmsn remaimye satis ey e 143096

>AP027284.1 MAG: White spot syndrome virus Pc2020 DNA, complete genome

product length = 846
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template BEOYI oonconiwimmiamnmnyann awai s i 98037

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 98858 ... 98834

>AP027283.1 MAG: White spot syndrome virus 79 DNA, complete genome

https://www.ncbi.nim.nih_gov/tools/primer-blast/primertool cgi 3
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09/10/2023, 17:21 Primer-Blast results

product length = 252

Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25

Template 95528 e 95552

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25

Template - R N 95755

>AP027282.1 MAG: White spot syndrome virus JP04 DNA, complete genome

product length = 1656

Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 98813 ... 98837
Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template LOBABE:  svoniwsamieimissmiaes o Ve lee444

>AP027281.1 MAG: White spot syndrome virus JP03 DNA, complete genome

product length = 1170
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 98743 o v S e 98767

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template BOGTD s s s SR TS 99888

>AP027280.1 MAG: White spot syndrome virus JP02 DNA, complete genome

product length = 414
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template OB@OT v o muin ey S ey 98025

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template BRATE  coocnwmemyinoes sieies 98390

>AP027279.1 MAG: White spot syndrome virus JP01B DNA, complete genome

product length = 414
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template B7876 i oaanin i i i 98000

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template BHBBY o onimmamimsmmmiians Sn s 98365

>AP027278.1 MAG: White spot syndrome virus JPOTA DNA, complete genome

product length = 414
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template L 14 - - P 98008

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template BBEAT n s h s A SRR 8 98373

>NC_003225.3 White spot syndrome virus strain CNO1, complete genome

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template BIITT  co conimmaminsmsmdnns o mmsm o < 97201

https://www_ncbi nim_nih_gov/tools/primer-blast/primertool cgi
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09/10/2023, 17:21 Primer-Blast results
Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 97914 .. i 97890

>MG702567.1 White spot syndrome virus isolate IN_AP4RU

product length = 467
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template BIFTATE:  srsimiviesismmmii s e 198083

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 198385 ...iiiiiiiiiiiie e 198361

>MN840357.1 White spot syndrome virus isolate CN_95_DFPE

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template OBOAD .o s ismstsioonsimsisys s STmsisse o 98664

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 98777 it i et 98753

>KU216744.2 White spot syndrome virus strain MEX2008

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 149634 ... 149658

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 158371, & s 150347

>MHO090824.1 White spot syndrome virus isolate WSSV-EC-15098

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 96542 L. 96566

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template L R 97255

>KT995472.1 White spot syndrome virus strain CNO1

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template B7177 o sEea e S 97201

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template b o e 978980

>KT995470.1 White spot syndrome virus strain CN02

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 97238 o s Seviiey 97262

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template - 4 o R P P 97951

https://www_ncbi nim_nih_gov/tools/primer-blast/primertool cgi
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09/10/2023, 17:21 Primer-Blast results
>KX686117.1 White spot syndrome virus strain PC

product length = 144
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template P 1 . 236562

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 236681 ... i 236657

>JX515788.1 White spot syndrome virus strain K-LV1, complete genome

product length = 144
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 92098 ... 92122

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template 92241 o aweTRE TR S e 92217

>AF440570.1 Shrimp white spot syndrome virus, complete genome

product length = 414
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 127351 .. e 127375

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template A2TTOE. g e s ey e 127740

>NC_075105.1 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template SBOAT o soioaiwsaas saveaena s 98071

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template GETBA oo R B R R 98768

>AF332093.3 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 738
Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template 98847 o R R S e 98671

Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25
Template BETBA  ocwwam o s aueiies 98768

>MG264599.1 White spot syndrome virus consensus sequence isolate WSSV-chimera, complete
genome

product length = 738

Forward primer 1 AGGAACTTTCGATACAGTAGGGTCT 25
Template ABATOT o coniiwmimminimm s SR S8 161733
Reverse primer 1 TAGTCTATTCTTCAACCACCGTCAC 25

Template AOZAAG. .o oy asmmmsn ey satis ey e 162422
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ANEXO D- PCR in silico para a ORF 75 a
Self Self 3'

Sequence (5'->3) Length Tm GC% complementarity complementarity
F:r'if:rd ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25  62.00 48.00 5.00 0.00
]:er‘l’;fre CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25  62.51 48.00 4.00 2.00

Products on intended targets

Products on allowed targets

.Products on allowed transcript variants
.Products on potentially unintended templates
.Products on target templates

>AF369029.2 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 837
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template TOFOBE ivvmssswrsrn wpmpsimsageimpmssraks smssm s 18793e

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 1BBTA2  soovrom iraeniam aaes 188718

>AP027290.1 MAG: White spot syndrome virus Miyako2021 DNA, complete genome

product length = 488
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 82218 weoues STl S 62234

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BABLT  crmrensenurass o ST SRR 62593

>AP027289.1 MAG: White spot syndrome virus 1-4 DNA, complete genome

https:/Aww.ncbi.nlm.nih govitools/primer-blast/primertool cgi 38
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09/10/2023, 17:25 Primer-Blast results

product length = 498
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 62212 i 62236

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template B2709 i i S 62685

>AP027288.1 MAG: White spot syndrome virus 0722-1 DNA, complete genome

product length = 645
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BIB2Y  scnvwiss duvaiaeien deeie 61851

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template [ 7 i L T S 62447

>AP027287.1 MAG: White spot syndrome virus E2 DNA, complete genome

product length = 645
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BROBZ v m s SRSy S n 62026

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template B2BAE  isoven ararenen s 62622

>AP027286.1 MAG: White spot syndrome virus ET DNA, complete genome

product length = 645
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template b= [ e e e e e 62026

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template B2BAE  wvcwias snd e e e S0a 62622

>AP027285.1 MAG: White spot syndrome virus S14 DNA, complete genome

product length = 645
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template B2OBZ:  crrerseriras R T SRR 62026

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 62646 ... .iiiiiiiiie e 62622

>AP027284.1 MAG: White spot syndrome virus Pc2020 DNA, complete genome

product length = 1874
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 63518 ..i.iiiiiiieiiiiiieaea 63542

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BABONE  opancny e R R 64567

>AP027283.1 MAG: White spot syndrome virus 79 DNA, complete genome

product length = 948
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BLO3G. e R e e 61063

https:/iwww.nebi.nlm_nih gov/tools/primer-blast/primertool_cgi 4/8



09/10/2023, 17:25 Primer-Blast results
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template [ 25552 .. SRR, 61954

>AP027282.1 MAG: White spot syndrome virus JP04 DNA, complete genome

product length = 883
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template [<7- L7 R 64551

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template [ e e e 65385

>AP027281.1 MAG: White spot syndrome virus JP03 DNA, complete genome

product length = 838
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template <7 L I e e S e 64526

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BEB3Y e R T SRR 65315

>AP027280.1 MAG: White spot syndrome virus JP02 DNA, complete genome

product length = 1829
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BABED:  aivisarivass e e 63576

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template B4588 ... 64556

>AP027279.1 MAG: White spot syndrome virus JP01B DNA, complete genome

product length = 1829
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template B3527 i 63551

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BABEE: s e g 64531

>AP027278.1 MAG: White spot syndrome virus JPOTA DNA, complete genome

product length = 1829
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template [ L 63559

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 27 L1 R S T 64539

>NC_003225.3 White spot syndrome virus strain CNO1, complete genome

product length = 1829
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BRZOAE s Sonm R R SRR 62973

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template B3977 i iraeiarraaaaae 63953

https:/iwww.nebi.nlm_nih gov/tools/primer-blast/primertool_cgi
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09/10/2023, 17:25 Primer-Blast results

>MN840357.1 White spot syndrome virus isolate CN_95_DFPE

product length = 1829

Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template B3558 ... 63582
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BABRE iy e B eRy SR 64562
>KU216744.2 White spot syndrome virus strain MEX2008

product length = 837

Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template i ey e e 115026
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template PASBIB  wresismwnswionine e smasiaians dowimianias 115814

>MH090824.1 White spot syndrome virus isolate WSSV-EC-15098

product length = 747

Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BIEBD . ornicsaminans b s N 62624
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 63346 ... 63322

>KT995472.1 White spot syndrome virus strain CNQO1

product length = 1829

Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 62949  L.i.iiiei i iiii e 62973
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BEOT7T  conurziumuiess o 2 S R A A2 G 63953

>KT995470.1 White spot syndrome virus strain CN02

product length = 825

Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 3 i L T e e 63153
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template [ 1 Lo R 63929
>KX686117.1 White spot syndrome virus strain PC

product length = 837
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template ol 7 L Sy S T 2081742

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 202554 L. ... iiiiierrseraraaas 282538

>JX515788.1 White spot syndrome virus strain K-LV1, complete genome

product length = 363

https:/iwww.nebi.nlm_nih gov/tools/primer-blast/primertool_cgi
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Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 572 7 3 7 S SO B 58821

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 59158 uiiesh W e el 59135

>AF440570.7 Shrimp white spot syndrome virus, complete genome

product length = 1356
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template INRE o T TrenTen s 92560

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BEBOT oo R T SR 93867

>NC_075105.1 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 1829
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template [ - T i e 63586

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template 64598 ... 64566

>AF332093.3 White spot syndrome virus, complete genome

product length = 1829
Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template 63562 L.iiiiieiiieiiiiiieiaea 63586

Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25
Template BABHD e eny e R R e 64566

>MG264599.1 White spot syndrome virus consensus sequence isolate WSSV-chimera, complete
genome

product length = 1356

Forward primer 1 ATATGCCAGATTTCTTCCCCTACCC 25
Template BEEZTE svaiomsans s o s A N R a0 126300
Reverse primer 1 CAACAGGTGCGTAAAAGAAGTCGAG 25

Template 127631 . 127607
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