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RESUMO

O objetivo do trabalho foi estudar a diversidade genética do gene HSP70
através da analise de SNPs em trés populagfes (LV A, LV B e LV C) de
Litopenaeus vannamei comercializadas no Brasil e verificar se existe
associagdo entre seus gendtipos e a tolerancia ao virus da sindrome da
mancha branca. (WSSV). Um desafio viral foi efetuado com a
populagdo LV B (nunca exposta a doenga viral). O fragmento (posicéo
475 a 1594) do gene HSP70 foi amplificado em PCR com os iniciadores
especificos. Neste estudo utilizou-se 5 SNPs (C661A, T712C, C782T,
CB892T e C1090T) presentes nas trés populacdes. As heterozigozidades
(Ho e He) foram menores nas populagfes LV A e LV B (sem controle
de pedigree) comparadas com LV C (com melhoramento genético de
resisténcia a virus). O Fys indicou que as populacbes LV A e LV B
possuem maiores coeficientes endogamia (4,5 e 50 X maiores,
respectivamente) comparadas com a populagdo LV C. Houve uma baixa
divergéncia génica (Fst: 0,042; Gst: 0,031) e diferengcas entre as
populagdes (p<0,05). Uma baixa distancia genética (NeiD) foi
observada entre as populacfes, com diferenca fenotipicas (p<0,05) no
SNP C892T entre as popula¢Bes sem controle de pedigree (LVA e LV
B) e a populagdo com melhoramento genético de resisténcia viral (LV
C). No desafio viral ndo se observou diferengas entre os gendtipos e a
tolerancia a0 WSSV, mas com um aumento da frequéncia no alelo T do
SNP C892T. Podemos concluir que existem pequenas diferengas entre
as trés populac@es cultivadas no Brasil e uma possivel relacdo do SNPs
C892T a doengas virais.

Palavras-chave: WSSV, IMNV, marcadores moleculares, chaperonas,
diversidade genética.






ABSTRACT

This work was aimed at studying the genetic diversity of HSP70 gene
by analyzing SNPs in three Litopenaeus vannamei populations (LV A,
LV B and LV C) marketed in Brazil and investigating whether its
genotypes are somehow associated to tolerance to the white spot
syndrome virus (WSSV). A viral challenge was carried out with the LV
B population (never subjected to the viral disease). A fragment (position
475 to 1594) of the HSP70 gene was PCR amplified with specific
primers. In this study we used 5 SNPs (C661A, T712C, C782T, C892T
and C1090T) present in three populations. Heterozygosities (Ho and He)
were lower in the populations LV A and LV B (no pedigree control)
when compared with LV C (with breeding for virus resistance). Fis has
revealed that the populations LV A and LV B have higher inbreeding
coefficients (4.5 and 5.0 x higher, respectively) when compared with LV
C. There have been low genetic divergence (Fst: 0.042; Gst: 0.031) and
differences between populations (p<0.05). Low genetic distance (NeiD)
was observed amongst populations and there were phenotypic
differences (p<0.05) in the SNP C892T of populations without pedigree
control (LVA and LV B) and that subjected to breeding for viral
resistance (LV C). In viral challenge there were no differences between
the genotypes and tolerance to WSSV, but the T allele frequency was
seen to have increased in SNP C892T. We can therefore conclude that
there are small differences between the three populations grown in
Brazil, as well as a possible association of C892T SNPs with viral
diseases.

Keywords: WSSV, IMNV, molecular markers, chaperones, genetic
diversity.
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INTRODUCAO

A producdo pesqueira e aquicola mundial contabilizaram, em
2012, cerca de 177,03 milhGes de toneladas de pescado (FAO, 2014).
Esta acentuada producdo de pescado representa uma valiosa fonte
proteica mundial, visto que em 2009 o pescado representou 16,6 % do
aporte de proteina animal e 6,5 % de toda a proteina consumida pelas
populagdes ao redor do mundo. Esse aumento se deve principalmente a
aquicultura, uma vez que esta atividade tem crescido rapidamente nas
Gltimas trés décadas, chegando a 79 milhdes de toneladas de produgao
(animais comestiveis e ndo comestiveis) com valor agregado de 125
milhdes de ddlares (FAO, 2012). Atualmente a aquicultura emprega 100
milhdes de pessoas direta ou indiretamente associadas a sua cadeia
produtiva (FAO, 2012), cultivando cerca de 600 espécies aquaticas em
todo o0 mundo em diversos sistemas e instalagbes em &guas doces,
salobras e marinhas (FAO, 2014).

Em 2012, a aquicultura mundial produziu 90,43 milhdes de
toneladas de espécies aquéaticas, sendo 0s grupos cultivados: os peixes
(66,3 %, 44,15 milhdes de toneladas); moluscos (22,8 %, 15,17 milhdes
de toneladas); crustaceos (9,7 %, 6,45 milhdes de toneladas); outros
animais aquaticos (1,3 %, 865 mil de toneladas) (FAO, 2014). Os paises
asiaticos sdo responsaveis por 89% da producdo aquicola mundial,
sendo os maiores produtores a China, a India, o Vietna e a Indonésia.
Em seguida, destaca-se o0 continente americano (com 4,78% da
producdo aquicola mundial), sendo os maiores produtores o Chile,
Brasil, EUA e Equador (FAQ, 2014).

Apesar dessa alta demanda comercial, as enfermidades
representam um dos fatores que mais influenciam no decréscimo
produtivo da aquicultura a nivel mundial. Esta influéncia negativa para a
producdo aquicola pode ser notada em varios casos, como ha produgéo
de salm&o no Chile, de ostras na Europa e de camardo marinho na Asia,
América do Sul e Africa, decorrentes especialmente de enfermidades
virais e/ou bacterianas (FAO, 2012; STENTIFORD et al., 2012).

Os crustaceos representam o terceiro grupo mais cultivado no
mundo, sendo que a carcinicultura abarcou, em 2012, o cultivo de cerca
de 39% de espécies dulcicolas e 61% de espécies marinhas (FAO,
2014), sendo a espécie predominante o camardo branco do Pacifico,
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931). Esta espécie é responsavel por
71,8% da producdo mundial de camar@es cultivados em aguas marinhas,
salobras e doces em todo o0 mundo (FAO, 2012).
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REGIOES BRASILEIRAS PRODUTORAS DE CAMARAO

A regido Nordeste é a principal produtora de camardes marinhos
sendo responsavel por mais de 90% da producdo nacional, com os
Estados do Ceard e Rio Grande do Norte na lideranca, seguido pela
Bahia (BORBA, 2014).

Na regido Sul, o estado de Santa Catarina se destaca como sendo
0 maior produtor aquicola, especialmente de moluscos bivalves (Epagri,
2013). Nos ultimos anos, o estado sofreu grande queda na carcinicultura
devido a mortalidades causadas pelo virus da sindrome da mancha
branca (WSSV, do inglés White spot syndrome virus), surgidos em
cultivos de Imarui (SC), no final de 2004 (OIE, 2005). A influéncia
mutua da intensificacdo da producéo e as condigdes climaticas do sul do
Brasil ocasionaram uma maior susceptibilidade dos animais ao WSSV,
impactou drasticamente o cultivo de L. vannamei no estado catarinense,
sendo que apenas 200 dos 1.600 hectares de viveiros em produgdo ndo
foram afetados pela enfermidade, resultando assim em prejuizos na
ordem de R$ 6 milhdes (SEIFFERT et al., 2006) e cuja produgéo passou
de 4.189 toneladas em 2004 para 272 toneladas em 2012 (SANTOS et
al., 2012). Posteriormente, em 2008, houve 0s primeiros registros
oficiais da presenga do WSSV em cultivos no Sul da Bahia
consolidando assim a presenga desse virus no Nordeste brasileiro
(GUERRELHAS e TEIXEIRA, 2012), embora ndo tenha causado 0s
mesmos efeitos avassaladores e apresentem o mesmo alto grau de
patogenicidade registrados no Sul (OIE, 2005).

Durante algum tempo, a carcinicultora brasileira ndo enfrentou
grandes obstaculos, tendo como consequéncia um dos maiores indices
de produtividade mundial. Todavia, nos anos de 2004 e 2005 houve uma
queda na producdo (-15,84%) e produtividade (-24,84%) ocasionada por
diversos fatores, destacando-se a diminui¢do dos precos internacionais,
variacdo da taxa cambial, bem como a ocorréncia de enfermidades
(MADRID, 2005; RODRIGUES, 2005). A partir de 2005, houve uma
estabilizacdo na produgéo e produtividade na regido Nordeste de 65.000
t e 4.063 kg/ha, respectivamente. Contudo, a crise do setor produtivo
ainda persistiu até o final de 2007, principalmente em decorréncia da
incidéncia da mionecrose infecciosa (do inglés infectious myonecrosis),
considerada a principal responsavel pelas perdas econbmicas e
consequente descapitalizagéo setorial (ROCHA, 2007).
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PRINCIPAIS POPULACOES DE L. vannamei CULTIVADAS
NO BRASIL

Dentre as populacdes de L. vannamei comercializadas no mundo
podemos destacar as seguintes: (a) livres de patdgenos especificos (SPF,
do inglés specific pathogen free), (b) de alta sanidade (HH, do inglés
high health) e (c) resistentes a patdgenos especificos (SPR, do inglés
specific pathogen resistent).

As populagdes livres de patogenos especificos (SPF) possuem
como caracteristicas ser livres dos principais patdgenos notificados pela
Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE, 2006), sendo
reproduzidas em condi¢fes de alta biosseguranga com monitoramento
periddico das doengas recorrentes exigidas (LIGHTNER, 2005; 2011;
MOSS et al., 2003; 2012; PANTOJA et al., 2005; PRUDER, 2004).

As populagdes resistentes a patdgenos especificos (SPR) ndo
estdo suscetiveis a infeccdo por um ou Varios agentes patogénicos e
possuem alto grau de selecdo aplicada por desafios experimentais e
convivéncia com os patégenos no ambiente de cultivo (CUELLER-
ANGEL et al., 2012; GITERLE et al., 2005; HENNING et al., 2005;
HUANG et al., 2012; LIGHTNER, 2011).

Jé& as populacGes de alta sanidade (HH) se caracterizam por serem
descendentes de uma dada populacdo de SPF que foram reproduzidas
em centros laboratoriais, e que apresentam um monitoramento periddico
da presenga/auséncia dos patdgenos excluidos na populagdo SPF que as
originou (OTOSHI et al., 2003).

Dentre as populagfes de L. vannamei cultivadas no Brasil,
podemos destacar as populac@es livres de patdgenos especificos (SPF),
resistentes a patdgenos especificos (SPR) e populagdes de alta sanidade
(HH).

Na regido Norte e Nordeste do Brasil ha a comercializacdo de
uma populacdo de camarBes, aqui denominada “SPR”, que se
caracteriza por ter progénies cultivadas em condicbes de campo
atingidas pelo IMNV (do inglés infectious myonecrosis virus) e IHHNV
(do inglés infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus), e
estar inserida em um programa de controle de pedigree e desafios
controlados frente ao IMNV. Os reprodutores sdo selecionados e
certificados como negativos para a presenca tanto para IMNV quanto
para IHHNV, apds sua primeira desova durante os ciclos anuais de
reproducao.

Dentre as populacgdes cultivadas no Sul do Brasil no periodo de
2007 a 2010 podemos destacar duas: uma aqui denominada
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“LAGUNA”, que ¢é caracterizada por reprodutores sobreviventes ao
surto de WSSV de Santa Catarina, cujos reprodutores foram mantidos
em laboratdrio e certificados como negativos tanto para WSSV quanto
para IHHNV, apds sua primeira desova durante os ciclos anuais de
reproducdo (MELLO et al., 2011). A segunda populagdo, aqui
denominada “HH”, estd sendo produzida no Laboratério de Camardes
Marinhos (UFSC) e consiste em reprodutores oriundos de uma
populagdo SPF adquirida comercialmente de uma empresa no estado do
Rio Grande do Norte, mantidos e reproduzidos em condigfes
laboratoriais, sob sistema heterotréfico e com certificagdes de auséncia
de WSSV, TSV (do inglés Taura Syndrome Virus), YHV (do inglés
Yellow Head Virus), IMNV, NHP (do inglés Necrotizing
hepatopancreatitis) e IHHNV (FELIPE VIEIRA, comunicagéo
pessoal).

ENFERMIDADES E MECANISMOS DE DEFESA ANTI-
VIRAIS EM CAMAROES

Em decorréncia da intensificacdo nos cultivos de peneideos e
aumento da vulnerabilidade imunol6gica dos animais, ndo é raro se
observar enfermidades advindas por uma grande variedade de
microorganismos, especialmente aquelas causadas por virus e bactérias
(FENJO et al., 2013; LIGHTNER et al., 2012; STENTIFORD et al.,
2012).

Dentre 0s microorganismos patogénicos, as enfermidades
decorrentes de infeccOes virais sdo as que mais afetam a producéo da
cadeia camaroneira mundial, visto que sdo as causadoras dos maiores
prejuizos aos produtores. Atualmente, sdo conhecidos mais de 22
agentes virais capazes de infectar camarGes peneideos, sendo quatro
deles responsaveis pelos maiores indices de mortalidade em sistemas de
cultivo no mundo: o WSSV, o virus da sindrome da Taura (TSV), o
virus da cabeca amarela (YHV) e o IHHNV (LIGHTNER et al., 2012).
No continente americano 0s virus que mais afetam as fazendas de
camardo sdo respectivamente o0 WSSV, o IHHNV, 0 TSV e o0 IMNV (do
inglés Infectious Myonecrosis Virus) (este Gltimo, apenas no Brasil)
(LIGHTNER et al., 2012).

A fim de auxiliar no diagnostico dessas enfermidades, 0 uso de
técnicas inclui desde a simples analise clinica e histopatol6gica até
sofisticados métodos moleculares (ANDRADE et al., 2007; COWLEY
et al., 2004; KHADIAH et al., 2003; LIGHTNER et al., 2006;
MACKAY et al., 2002).
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A sindrome da mancha branca (WSS) é considerada a
enfermidade viral mais devastadora para a industria camaroneira
mundial registrada até o momento, sendo que 0 WSSV vem dizimando
populagdes inteiras nos cultivos (LIGTHNER et al., 2012). Este virus
foi detectado pela primeira vez em 1992, em camarfes cultivados no
Norte de Taiwan (NAKANO et al., 1994), e desde o seu descobrimento
tem se tornado uma das enfermidades mais temiveis para a atividade
carcinicultora no mundo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008).
Segundo Lightner (2012), as perdas na producdo devido ao WSSV
superaram a marca de 15 bilhdes de délares, desde 1993.

O WSSV causa mortalidades massivas em um periodo muito
curto, sendo que em casos mais severos podem chegar a 100% entre 2 a
7 dias ap6s a detecgdo dos sinais clinicos (CHANG et al., 1999; CHOU
etal., 1995).

Atualmente enfermidades causadas por doengas infecciosas
(principalmente por agentes virais) tém sido reconhecidos como um
gargalo e ameaca para o setor produtivo de camar@es. Isto se deve
especialmente ao fato de que existe uma inviabilidade fisiologica de
imunizar os crustaceos a longo prazo, utilizando técnicas de vacinacao
cléssica, como ocorre para peixes e anfibios, que sdo animais
vertebrados (vide revisdio PERAZZOLO et al., 2012). Estes autores
relatam que a inviabilidade de producdo de vacinas para crustaceos esta
relacionada ao fato destes animais serem desprovidos de um sistema
imune adquirido, compostos por linhagens clonais linfociticas
(linfécitos T e B), incapacidade de produzir anticorpos e gerar uma
memodria imunoldgica a longo prazo.

Assim como 0s outros invertebrados, 0s crustaceos sdo providos
somente de um sistema imune do tipo inato, que estd intimamente
relacionado ao seu sangue ou hemolinfa e onde se encontram as células
imunocompetentes, denominadas de hemocitos, que atuam em
sinergismo com varios fatores humorais para reconhecer e destruir os
microorganismos patogénicos (vide revisdo de HAUTON, 2012).

Os mecanismos de defesa antiviral desencadeados pelos
crustaceos estdo basicamente relacionados a inducdo de proteinas do
sistema “interferon-like” (HARPENI, 2011) e ao silenciamento dos
produtos génicos virais pelo sistema de interferéncia por RNA (RNAI)
(LABREUCHE e WARR, 2013). Além destes, a apoptose e a autofagia

sd0 mecanismos fisioldgicos que contribuem para o controle das
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infeccBes virais nesses animais (vide revisdes de LEU et al., 2013;
PERAZZOLO etal., 2012).

Ainda que se tenham alguns resultados positivos, especialmente
na utilizacdo de determinados métodos terapéuticos para a prevencao de
enfermidades, pouco se conhece ainda a respeito de seus efeitos a nivel
molecular. Contudo, alguns genes relacionados ao sistema imune de
crustaceos tém sido clonados e utilizados como marcadores genéticos
em estudos de investigagdo do mecanismo da acdo de substancias
potencialmente imunoestimulantes e na identificacdo de camarbes
resistentes ou tolerantes a enfermidades (PAN et. al., 2005; WANG et.
al., 2008; PERAZZOLO et al., 2012).

HEAT SHOCK PROTEINS 70 (HSP70)

Entre os estudos para avaliar genes associados ao mecanismo da
acdo de estresse ambiental em camardes destaca-se aqueles com o gene
HSP70 codificantes para as chaperonas, pertencentes a superfamilia de
proteinas de choque térmico (HSP, do inglés heat shock proteins) (WU
et al., 2008).

As HSPs sdo codificadas por um pequeno grupo de genes

altamente conservados presentes em vertebrados e invertebrados. Essas
proteinas podem ser agrupadas em isoformas constitutivas e isoformas
induziveis. As de forma constitutiva sdo proteinas HSC (do inglés, heat
shock cognate) expressas em condigdes fisioldgicas normais e agem
como chaperonas, sendo portanto, responsaveis pelo correto
enovelamento e manutencdo da estrutura de outras proteinas (FEDER e
HOFMANN, 1999). As formas induziveis, referidas como HSP, sdo
sintetizadas sob condigfes de estresse e desempenham um papel na
defesa celular (FABBRI et al., 2008), evitando a desnaturacdo de outras
proteinas sob condicdes de estresse fisioldgico.

Entre os fatores estressores que induzem a sintese das HSP estdo
extremos de temperatura, deplecdo de energia celular, concentragdes
extremas de ions, gases, substancias tdxicas, metais pesados no meio e
agentes infecciosos (ENCOMIO e CHU, 2005; FEDER e HOFMANN,
1999; MORRIS et al., 2013). Por esse motivo a expressdo das HSP é
utilizada como biomarcador para monitorar condi¢cGes de estresse
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fisioldgico e contaminacdo ambiental a que estdo submetidos os animais
(PORTE et al., 2001).

HSPs normalmente perfazem aproximadamente 5% do total das
proteinas intracelulares. No entanto, sob condi¢fes de estresse, seus
niveis podem ultrapassar 15% (SRIVASTAYV, 2002). A classificacio
das HSPs ¢é dada em funcéo de seu peso molecular, podendo variar de
15 a 110 kDa (SONG et al., 2010), sendo que a HSP70 ¢
frequentemente utilizada como biomarcador em L. vannamei para
estresses ambientais (WU et al., 2008; QIAN et al. 2012; ZHOU et al.,
2010 a;) ou enfermidades (ZHOU et al., 2010 b; VIEIRA-GIRAO et al.,
2012).

A expressdo dos genes HSP70 e HSC70 de L. vannamei foi
investigada por Qian e colaboradores (2012) frente a variagdo de
temperatura, pH e metais contaminantes (cddmio, ferro, manganés e
zinco) na &gua. Neste estudo foi encontrada uma modulagdo na
expressdo génica das formas das proteinas (HSP e HSC) dependente da
variacdo de temperatura, pH e presenga de concentragdes subletais de
cadmio, ferro, manganés e zinco, concluindo que estes parametros
ambientais (temperatura, pH e concentracGes de metais) poderiam
alterar os perfis de expressdo dos genes HSP70 e HSC70 em camardes
(QIAN et al., 2012).

Morris e colaboradores (2013) descrevem que mudanga da
conformacdo é o resultado de estresse no organismo e que o nivel de
expressdo de HSP70 esta relacionado com o nivel de proteinas
parcialmente desdobradas e, portanto, o nivel de estresse. Estes autores
relatam que ha uma vasta gama de fatores que afetam o nivel de HSP70
e que cada um desses fatores alteram a sua expressdo. A0 usarmos a
proteina HSP70 como um biomarcador de estresse, se faz necessario
observar os fatores estressores combinados e individualmente, visto que
a integracdo dos fatores estressores poderia alterar os perfis de expressao
dos genes (MORRIS et al., 2013; QIAN et al., 2012).

ESTRUTURA GENETICA DE POPULAGOES

A variabilidade genética pode ser medida através de varios
parametros como o polimorfismo, a heterozigozidade, a diversidade
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alélica e/ou a distancia genética. Cavalli-Sforza and Bodner (1971)
definiram polimorfismo genético como a ocorréncia, num conjunto de
individuos, de dois ou mais alelos num locus.

Heterozigozidade média observada (H,)

A heterozigozidade observada de um dado locus é a propor¢édo de
individuos heterozig6ticos observados nesse locus. A heterozigozidade
média observada é a heterozigozidade observada ponderada pelo
nimero de locus estudado. Um individuo que tem 2 alelos diferentes
num dado locus diz-se que é heterozigoto nesse locus. Se a populagdo
tem 2 ou mais alelos nesse locus, e a frequéncia do alelo mais comum
nao é maior que 95%, a populagéo diz-se polimoérfica nesse locus.

Heterozigozidade média esperada (H,)

A heterozigozidade esperada (tedrica) de um dado locus é
calculada a partir das frequéncias alélicas num dado locus (Nei, 1975):
em que: pj é a frequéncia do alelo i de um total de k alelos do locus

considerado.
k
Ho=1-) p?
i=1

O valor de H dividido pelo conjunto de loci (n) corresponde a
heterozigotia esperada média:

Ao = ¢

Outra forma de estudar a variabilidade genética é utilizando os
conceitos de frequéncia alélica e de frequéncia genotipica. Enquanto as
frequéncias genotipicas indicam unicamente o0 modo de organizacéo dos
alelos em gendtipos, as frequéncias alélicas sdo as medidas da variacéo
genética. A frequéncia é uma proporcdo relativa que variaentre 0 e 1, ou
uma porcentagem que varia entre 0 e 100.

Frequéncias alélicas (F. A.)

A frequéncia alélica num grupo de individuos é a proporcédo desse
alelo relativamente aos outros alelos desse gene. Assim, a frequéncia
alélica pode ser calculada a partir do nimero observado de diferentes
gendtipos num dado locus ou a partir das frequéncias genotipicas. A
partir do nimero de gendtipos contam-se 0 nimero de alelos de um
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dado tipo num dado locus e divide-se pelo nimero total de alelos da
populacdo. Individuos homozig6ticos possuem duas cOpias de uma
mesmo alelo, enquanto que os individuos heterozig6ticos possuem uma
copia de alelos diferentes. Sendo p a frequéncia do alelo A, f(A) e g a
frequéncia do alelo a, o célculo das frequéncias alélicas segue a formula:

(2x N de homozigotos) + (N de heterozigotos)
(2x N de homozigotos)

p=fA)=

Frequéncias genotipicas (F.G.)

Considerando uma populagdo de dimensdo N, contendo 2 alelos
num lécus (A e a) os genotipos possiveis sdo: AA, Aa e AA. sendo Naa,
Npa € Naa 0s respectivos nimeros. Assim: N = Naa+ Naa + Naa. As
frequéncias genotipicas serdo: f(AA) = Naa/N; f(Aa) = Na/N; f(aa) =
Nao/N, sendo f(A)=p e f(a)=q as frequéncias alélicas de A e a,
respectivamente, entdo:

p = f(A)=f(AA)+ 1/2 f(Aa);
g = f(a)=f(aa)+ 1/2 f(Aa)
Analises F

As analises estatisticas F de Wright permitem a caracterizacdo da
variabilidade genética entre populagdes, assim como nos niveis médios
de endogamia ao nivel populacional. Os trés indices F de Wright (Fi,
Fir e Fs) estdo inter-relacionados da seguinte forma (Wright, 1946;
1965):

(1 —=Fip) =1 = Fst)(1 —Fis)

Onde: Fis (coeficiente de endogamia): mede a reducdo de
heterozigozidade de um individuo devida a reproducdo ndo casual
dentro de uma subpopulagdo, na realidade é o coeficiente de
consanguinidade, isto é, a proporcdo da variancia genética de uma
subpopulacdo contida num individuo. Um valor elevado de Fis implica
um nivel consideravel de consanguinidade.

Hs — H;
Hg

Fig =
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F (indice de fixacdo): mede a reducdo da heterozigozidade de um
individuo relativamente ao total da populacdo e reflete o efeito da
consanguinidade e deriva genética;
Hy — H,
Hy
Fs (indice de fixacdo global): mede a reducdo de heterozigozidade
devida & deriva genética dentro de subpopulacBes, refletindo a
diferenciacdo genética entre subpopulagdes, na realidade é a proporcéo
de varidncia genética de uma subpopulacdo (dai o subscripto ),
relativamente &  varidncia  genética  total  (subscripto 7).
Hy — Hg
Hy

Onde: H, é a heterozigozidade média de um individuo para o conjunto
dos seus loci; Hs é a heterozigozidade de uma subpopulagdo com
reproducdo casual (=2pq) e Hr é a heterozigozidade do total de uma
populagdo total com reprodugdo casual, podem ser definidos um
conjunto de estatisticas descritivas da estrutura genética das populagdes.

Os seus valores variam de zero a 1, sendo que um valor de Fg;
alto corresponde a uma diferenciacdo genética considerdvel entre
populagdes, podendo ser classificados em pouca (Fs:0,00-0,05),
moderada (F;:0,05-0,15) , alta (Fs: 0,15-0,25) e muito alta (Fs: >0,25)
diferenciacdo genética.

Fir =

For =

MELHORAMENTO GENETICO E MARCADORES
MOLECULARES

Atualmente as técnicas de genética molecular séo utilizadas em
varios estudos com L. vannamei, desde a descricdo da variabilidade de
plantéis ao diagnostico de enfermidades, até a caracterizagdo do genoma
da espécie. Estes esforcos visam, de maneira geral, oferecer ferramentas
para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético desta
importante espécie de interesse econdmico (DE FRANCISCO e
GALETTI JR, 2005; PEREZ et al., 2004; SHEN et al., 2007; ZHANG et
al., 2007).

Em estudos de melhoramento genético pode-se empregar um
grande nimero de marcadores moleculares, sendo eles de loci
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dominantes (RAPD - DNA polimoérfico amplificado ao acaso; AFLP —
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) ou co-
dominates (SSR - microsatélites; RFLP — polimorfismo de comprimento
de fragmento obtidos por cortes de fita dupla de DNA) (GONCALVES,
2009). Para L. vannamei estudos de estimativa de diversidade foram
feitos utilizando marcadores moleculares dominantes (AFLP) e co-
dominates (SSR) (GONCALVES, 2009; PEREZ et al., 2004; ZHANG
etal., 2007).

O uso de grande quantidade de marcadores moleculares em
mapeamento génico em espécies de interesse econdmico se faz
necessario visto que esta diversidade de marcadores podem indicar
caracteristicas conhecidas como poligénicas quantitativas ou de heranga
complexa, denominadas de QTLs (do inglés, Quantitative Trait Loci).
As QTLs procuradas sdo, em sua grande maioria, caracteristicas
herdaveis de interesse econdmico resultantes da interagdo de varios
genes (GONCALVES, 2009), como por exemplo, maior taxa de
crescimento ou resisténcia a alguma enfermidade.

Dos marcadores relatados, os que podemos destacar nos estudos
de diversidade genética de populagbes de L. vannamei sdo 0s
microssatélites e SNPs (FREITAS et al., 2007; GARCIA ¢ ALCIVAR-
WARREN, 2007; LIMA et al., 2008; LIMA et al., 2010; LUVESUTO
et al., 2007; MAGGIONI et al., 2013; PEREZ-ENRIQUEZ et al., 2009;
TAMAYO, 2006; VELA-AVITUA et al., 2013; ZENG et al., 2008).

POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNPs)

O polimorfismo de nucleotideo Unico ou SNPs (do inglés, Single
Nucleotide Polymorfism) é a variacdo de nucleotideo em uma
determinada posicdo do DNA. O SNP ocorre quando um Unico
nucleotideo no genoma — A, T, C, ou G — difere entre membros de uma
espécie com frequéncia de pelo menos 1%. Por exemplo, duas
sequéncias de um fragmento de DNA de diferentes individuos contém
uma diferenca em um Unico nucleotideo, GGGG(C)CG e GGGG(T)CG.
Neste caso diz-se que existem dois alelos: C ou T (BROOKES, 1999).

Assim, na pratica, SNPs sdo marcadores bi-alélicos, podendo
ocorrer tri e tetra-alélicos em uma propor¢ao muito menor, de forma que
0 conteldo informativo em um Unico SNP ¢ limitado, em comparac¢io
com os marcadores microssatélites (SSR) que sdo polialélicos
(GRIFFIN e SMITH, 2000; GUPTA et al., 2001; ORAGUZIE et al.,
2007; SCHLOTTERER, 2004).
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Os SNPs podem ser utilizados como marcadores moleculares e
sdo distribuidos por todo o genoma, porém um SNP localizado na regido
codificadora pode ter impacto relevante na formacdo e na atividade de
uma proteina. Um SNP intronico pode influenciar o splicing do mRNA
(KRAWEZAK et al., 1992), assim como, um SNP na regido promotora
pode influenciar a expressao génica (DRAZEN et al., 1999).

Além dos estudos de diversidade de DNA, os SNPs podem ser
utilizados para identificacdo de variantes alélicas em regibes
codificadoras levando a associa¢do entre o genotipo observado e o
fendtipo. Com a utilizagdo do sequenciamento direto de fragmentos
especificos do genoma, amplificados pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), e subsequente alinhamento e comparagdo das
sequéncias, pode-se procurar por SNPs em regides no genoma de
interesse. Varios estudos utilizaram essa metodologia para buscar SNPs
em genes de interesse em espécies cultivaveis (ABATEPAULO et al.,
2008; CALVO et al., 2006; GANAL et al., 2009; LAI et al., 1998;
LIAO e LEE, 2010).

Em decorréncia desta abunddncia no material genético estes
marcadores podem ser utilizados como uma nova estratégia para estimar
a diversidade genética de populacbes cultivadas de L. vannamei, para
posteriormente serem utilizados em programas de melhoramento
genético (GONCALVES, 2009) associados a organismos tolerantes e/ou
resistentes as doencas virais (ZENG et al., 2008).

Estudo efetuado por Glenn e colaboradores (2005) identificaram
a presenca de 5 SNPs nos genes a-amilase e cathepsina-L em camardes
marinhos (L. vannamei e Penaeus monodon), relacionados ao ganho de
peso corporal dos animais. Em outro estudo para as duas espécies
anteriores foram identificados 6 SNPs nos genes codificantes para os
horménios “molt-inhibiting” (MIH) e hiperglicémico de crustaceos
(CHH), também relacionados ao ganho de peso corporal dos organismos
(YU et al., 2006).

Genes associados ao crescimento de Macrobrachium rosenbergii
demonstraram a presenca de 30 SNPs (nos genes de actina e do
horménio hiperglicémico de crustaceos), tendo alguns destes uma
correlacdo ao peso corporal, tamanho da carapaga e comprimento padrdo
(THANH et al., 2010). Em outro estudo, Blank e colaboradores (2013)
identificaram 13 SNPs no gene HSC70 de Macrobrachium amazonicum.
Martin-Marti e colaboradores (2010) realizaram um estudo sobre genes
associados ao crescimento e ao sistema imunolégico (SHT1R e STAT)
de L. vannamei e identificaram a presenca de 5 SNPs. Esses autores
constataram uma correlacdo do peso corporal com dois destes SNPs.
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Outros estudos ainda com L. vannamei descreveram 5 SNPs no gene
HSP70 e que alguns destes SNPs podem ser utilizados como marcadores
moleculares para identificar organismos resistentes ou susceptiveis ao
TSV (ZENG et al., 2008).

Devido a grande influéncia de patégenos virais sobre a cadeia
produtiva do cultivo de L. vannamei, atualmente se faz necessério o
desenvolvimento de populagdes com caracteristicas especificas. A
elaboracédo de linhagens (SPF, SPR e HH) é uma estratégia para reduzir
as perdas na producdo mundial decorrentes de doengas causadas por
virus. Para estimar a diversidade destas populagcfes cultivadas de L.
vannamei sdo utilizados atualmente diversos marcadores moleculares.

A integracdo de informagdes decorrentes de novos marcadores
moleculares com marcadores consagrados, como 0s microssatélites,
seria de grande interesse para o desenvolvimento da carcinicultura. Os
polimorfismos de nucleotideos Gnicos (SNPs), em funcéo de sua grande
abundancia em todo genoma, sdo os principais candidatos para 0s
estudos envolvendo mais de um marcador no mapeamento genético de
espécies cultivaveis (VIGNAL et al., 2002; NARUM et al., 2008). Além
disto, os SNPs sdo marcadores moleculares mais informativos em
estudos para associar genotipos a determinados fendtipos de interesse
econbémico (VIGNAL et al., 2002), visto que estas variacbes se
encontram em uma determinada posicdo especifica na sequencia de
DNA (BROOKES, 1999).

Se estes SNPs encontrarem na regido promotora de genes
produtores de proteinas associadas ao sistema imunoldgico (por
exemplo, as familias das caspases, argonautas e HSP) (DRAZEN et al.,
1999), estes polimorfismos poderiam influenciar a suscetibilidade dos
organismos aos patdgenos, facilitando assim a identificacdo de um
determinado gendtipo a um determinado fendtipo de interesse
econdmico. Garcia e Alcivar-Warren (2007) afirmam que a integracdo
de  microssatélites e SNPs no genoma seriam 0s marcadores
moleculares adequados para mapeamento genético de L. vannamei. A
obtencdo de QTLs a partir de diferentes marcadores moleculares
(microssatélites e SNPs) possibilitaria entdo mapeamentos genéticos
mais completos para programas de selecdo assistida (MAS, do inglés
marker assisted selection).

A busca de mapeamentos genéticos mais completos, com a
integracdo de microssatélites e SNPs, abre a necessidade da
identificacdo de um maior nimero de marcadores moleculares associado
a caracteristicas de interesse econdmico. Em decorréncia disto o
presente estudo teve como objetivos:
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1. Estudar a diversidade genética do fragmento do gene HSP70
através de Polimorfismos de Nucleotideo Unicos (SNPs), em
trés populagdes de Litopenaeus vannamei comercializadas no
Brasil.

2. Verificar a relacdo entre os gendtipos dos SNPs no gene
HSP70 e a capacidade delL. vannameide sobreviver a
infeccdo causada pelo virus da sindrome mancha branca
(WSSV).

Artigo cientifico redigido conforme normas e a ser submetido ao
periddico AQUACULTURE.



37
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RESUMO

Os objetivos do trabalho foi estudar a diversidade genética do HSP70
através da analise de SNPs em trés populagfes (LV A, LV B e LV C) de
Litopenaeus vannamei cultivados no Brasil e verificar a associagdo de
SNPs e a tolerancia ao virus da Mancha Branca. (WSSV). Um desafio
viral foi efetuado com a populacdo LV B (hunca exposta a doenca viral).
O fragmento (posigdo 475 a 1594) do gene HSP70 foi amplificado em
PCR com os iniciadores especificos. Neste estudo utilizou-se 5 SNPs
(C661A, T712C, C782T, C892T e C1090T) presentes nas trés
populagdes. A Ho e He foram menores nas populagdes LV A e LV B
(sem controle de pedigree) comparadas com LV C (com melhoramento
genético de resisténcia a virus). O Fisindicou que as populacdes LV A e
LV B possuem maiores coeficientes endogamia (4,5 e 5,0 X maiores,
respectivamente) comparadas com a populagdo LV C. Houve uma baixa
divergéncia génica (Fst: 0,042; Gst: 0,031) e diferencas entre as
populagdes (p<0,05). Uma baixa distancia genética (NeiD) foi
observada entre as popula¢fes, com diferenca fenotipicas (p<0,05) no
SNP C892T entre as popula¢Bes sem controle de pedigree (LVA e LV
B) e a populagdo com melhoramento genético de resisténcia viral (LV
C). No desafio viral ndo se observou diferencas entre 0s gendtipos e a
tolerancia ao WSSV, mas com um aumento da frequéncia no alelo T do
SNP C892T. Podemos concluir que existem pequenas diferencas entre
as trés populac@es cultivadas no Brasil e uma possivel relacdo do SNPs
C892T a doencas virais.

Palavras-chave: WSSV, IMNV, marcadores moleculares, chaperonas,
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1. INTRODUCAO

Devido a grande influéncia de patégenos virais sobre a cadeia
produtiva do cultivo (Lightner et al., 2012), atualmente se faz necessario
o desenvolvimento de populagdes com caracteristicas especificas. Entre
as linhagens destaca-se a livres de patdgenos especificos (SPF) (Moss et
al., 2012; Lightner, 2005;), resistentes a patdgenos especificos (SPR)
(Gitterle et al., 2005; Huang et al., 2012) e popula¢fes de alta sanidade
(HH) (Otoshi et al., 2003). O desenvolvimento destas linhagens é uma
estratégia para reduzir as perdas na producdo mundial decorrentes de
doencas causadas por virus (Otoshi et al., 2003; Moss et al., 2012;
Lightner, 2005; Cueller-Angel et al., 2012; Huang et al., 2012). No
entanto, com o desenvolvimento destas populacdes especificas pode-se
ter uma perda na variabilidade génica dos seus organismos e um
aumento significativo da endogamia (Benzie, 2000, 2009; Vela-Avitla
etal., 2013).

Dentre os marcadores com loci especificos destacam-se 0s SNPs
(polimorfismos de nucleotideos Unicos), que se caracterizam por ser
pequenas alteragdes (poli-alélicas) em um gene, com frequéncia acima
de 1 % (Brookes, 1999). Estes polimorfismos podem ter uma relevancia
na formag&o de proteinas, sendo que SNPs intrénicos podem influenciar
0 splicing do mRNA (Krawezak et al., 1992) e SNPs na regido
promotora podem influenciar a expressdo de genes codificadores para
proteinas associadas ao sistema imunoldgico (por exemplo, as familias
das caspases, as argonautas e as proteinas de choque térmico, HSP)
(Drazen et al., 1999), que , por sua vez, podem influenciar na
suscetibilidade/resisténcia dos organismos a patégenos (Zeng et al.,
2008).

No caso dos camardes, estudos avaliando SNPs em peneideos
foram efetuados especialmente com genes associadas a taxa de
crescimento e ao sistema imunologico (Glenn et al., 2005; Yu et al.,
2006; Zeng et al., 2008; Ciobanu et al., 2009; Martin-Marti et al., 2010;
Thanh et al., 2010; Blank et al., 2013). Dentre os genes associados ao
mecanismo da acdo de estresse ambiental para camardes podemos
destacar o gene HSP70 que codifica proteinas denominadas chaperonas
(WU et al., 2008), que séo sintetizadas sob condi¢Oes de estresse e que
desempenham um papel na defesa celular (Fabbri et al., 2008), evitando
a desnaturagdo protéica. As HSPs normalmente perfazem
aproximadamente 5% do total de proteinas intracelulares, no entanto,
animais submetidos a condi¢des de estresse, seus hiveis podem
ultrapassar a 15% (Srivastav, 2002). Os principais agentes estressores
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avaliados sdo extremos de temperatura, deplecdo de energia celular,
concentragBes extremas de ions ou gases, substancias toxicas e metais
pesados no ambiente e infecgBes por agentes infecciosos (Feder, 1999;
Feder e Hofmann, 1999; Encomio e Chu, 2005; Morris et al., 2013). Por
esse motivo, a expressdo dos genes HSP70 é utilizada como marcador
em processos de estresse fisioldgico e contaminagdo ambiental (Porte et
al., 2001). Por outro lado, alteracGes em sua forma podem afetar a
eficiéncia desta proteina. A HSP70 é frequentemente utilizada para
verificar estresses ambientais e de enfermidades em L. vannamei (Wu et
al., 2008; Zhou et al., 2010 a; Zhou et al., 2010 b; Vieira-Girdo et al.,
2012; Qian et al. 2012). Estudos realizados com L. vannamei analisando
cinco SNPs do gene HSP70 demonstraram que alguns destes SNPs
podem indicar uma associag¢do entre seus gendtipos e a resisténcia ao
TSV (Taura Syndrome Virus) (Zeng et al., 2008).

A integracdo de informagdes decorrentes de novos marcadores
moleculares com marcadores consagrados, como 0s microssatélites,
seria de grande interesse para o desenvolvimento da carcinicultura. Os
polimorfismos de nucleotideos Unicos, em fungdo de sua grande
abundancia em todo genoma, sdo os principais candidatos para os
estudos envolvendo mais de um marcador nas analises genéticas (Vignal
et al., 2002; Narum et al., 2008). Além disto, os SNPs sdo marcadores
moleculares mais informativos em estudos associativos (Vignal et al.,
2002), visto que estas variagcGes se encontram em uma determinada
posicdo especifica na sequéncia de DNA (Brookes, 1999). Garcia e
Alcivar-Warren (2007) relatam que a integracdo de microssatélites e
SNPs sdo os marcadores adequados para mapeamento genético de L.
vannamei. A obtencdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) a partir de
diferentes marcadores moleculares  (microssatélites e  SNPs)
possibilitaria mapeamentos genéticos mais completos para programas de
MAS (Marker Assisted Selection).

Os objetivos do presente trabalho foi estudar a diversidade
genética do gene HSP70 através da analise de SNPs em trés populacdes
de Litopenaeus vannamei cultivadas no Brasil e verificar a relagdo entre
0s genotipos dos SNPs no gene HSP70 e a capacidade de L.
vannamei de sobreviver a infeccdo causada pelo virus da sindrome
mancha branca (WSSV). Estudos dessa natureza permitiriam, em um
futuro proximo, a identificacdo de QTLs e a utilizacdo de tecnologia
MAS em programas de melhoramento genético.



40

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e Origem do material genético

Trés populagdes de L. vannamei cultivadas no Brasil foram
selecionadas para caracterizar os SNPs do gene HSP70. Duas
populagdes de camardes foram provenientes da regido Sul (LAGUNA —
LV A e HH - LV B) e uma terceira populacdo da regido Nordeste (NE —
LV C) (Tabela 1). Amostras de tecido muscular do primeiro segmento
abdominal foram fixadas em etanol 96% e armazenadas a -20°C pata
posterior uso na identificagdo de SNPs do gene HSP70.

Tabela 1. Caracteristicas das trés populacGes cultivadas de L. vannamei
utilizadas nesse estudo.

Populagtes Regido Caracteristicas
Reprodutores selecionados em condi¢des de campo em fazendas
LAGUNA Sul atingidas pelo surto do WSSV e certificados negativos apds sua

(LV A) (Santa Catarina— Brasil) primeira desova durante os ciclos anuais de reproducéo (n=6),
tanto para WSSV quanto para IHHNV.
Reprodutores oriundos de uma primeira introdugéo da populagdo
SPF comercializada por uma empresa do nordeste do Brasil,
HH Sul sendo as matrizes mantidas e reproduzidas em condigdes de
(LV B) (Santa Catarina— Brasil) laboratdrio “com certificagdes anuais livres de WSSV” e sem
um programa de melhoramento familiar com controle de
pedigree.
Reprodutores selecionados em condigdes de campo, condicBes
controladas de cultivo através de um programa de melhoramento

SPR Nordeste genético para resisténcia ao virus IMNV através de fortes
LV C) (Rio Grande do Norte - pressdes de selecdo, com controle de pedigree, certificados
Brasil) negativos apds sua primeira desova durante os ciclos anuais de

reproducdo, tanto para IMNV quanto para IHHNV e
comercializada por uma empresa do nordeste do Brasil.*

* Mello et al. (2011)

2.2. Desafio viral

Um experimento controlado foi executado a fim de avaliar a
associacdo entre 0s gendtipos dos camarfes e a capacidade de
sobrevivéncia ao WSSV. Para tal, foram utilizados 84 camardes juvenis
(12 £2 g) de L. vannamei oriundos da populagdo Sul (HH) adquiridos no
Laborat6rio de Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os animais foram transportados para o Laboratério de
Imunologia Aplicada a Aquicultura (LIAA), onde foram aclimatados
por 8 dias em tanques de 40L (N=10/ tanque) contendo agua marinha
filtrada, com aeracdo constante e alimentacdo com racdo comercial
ofertada uma vez ao dia, ad libidum. Aproximadamente 30% da agua
dos aquarios foi renovada diariamente.

Apds a aclimatacdo, os animais foram injetados via subcutanea
com 100 pL de solugdo de indculo de WSSV (diluicéo de 10°), segundo
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metodologia descrita em Guertler et al. (2013). Durante todo o desafio
viral a mortalidade foi monitorada 3x ao dia, totalizando 15 dias.
Amostras do tecido muscular dos animais mortos foram retiradas e
estocadas em etanol 70%, a -20°C, para posterior analise molecular. Ao
término do experimento, 0s animais sobreviventes foram sacrificados,
amostras musculares foram retiradas e todo o material utilizado,
inclusive a 4gua dos aquarios foi devidamente desinfectado por 24h com
30 mM de diéxido de cloro (Dioxiplus).

2.3. Extracdo de DNA gendmico e amplificagao do gene HSP70

O DNA genbmico foi extraido de aproximadamente 20 mg de
tecido muscular de 119 animais, utilizando-se kit comerciais (AXYGEN
— Biosciences; NORGEN — Biotek Corp.), segundo especificagdes dos
fabricantes. O fragmento de 1119pb (posi¢éo de 475 até 1594) do gene
HSP70 (Figura 1) foi amplificado em termociclador Swift MaxPro
(ESCO) com os iniciadores (forward: 5°-TCT CGG GTC TGA ATG
TGC-3’ e reverse: 5°-GAA ATA CGG TCC CTC TGC-3’) (ZENG et
al., 2008). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi efetuada com
um volume final de 10uL, contendo neste 50 ng de DNA gendmico; 1,5
mM MgCl,; 0,04 mM de mix de dNTPs; 0,6 uM de iniciadores; 2,5 U
Taq DNA polimerase (Promega, USA) e tampdo (Promega, USA). O
protocolo de PCR consiste em uma desnaturacdo inicial do DNA
durante 2 minutos a 95,0 °C; seguido de 35 ciclos a 94 °C / 30s; 56 °C /
45s €72 °C/ 1 min. E para extensao final foi utilizado um periodo de 10
minutos a 72,0 °C.

2.4. Genotipagem dos SNPs

O sequenciamento dos fragmentos com o gene HSP70 foi
realizado em um seqlienciador automatico modelo ABI 3500 (Applied
Biosystems) com o ABI Prism® BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems) no Laboratério de Biologia
Molecular do Centro de Diagnostico de Enfermidades de Organismos
Aquaticos da Universidade Federal do Ceara. A reacdo foi efetuada com
um volume final de 10uL, contendo neste 70-100 ng de DNA do
fragmento do gene HSP70; 0,32 uM de iniciador; 1,0 uL da solucdo
BigDYE 3.1 e tampdo (BigDYE 3.1). Os fragmentos foram
sequenciados por termociclagem incluindo 1 ciclo a 96 °C/1min e 35
ciclos 96°C/1 s; 50°C/5 s; 60°C/4 min. Em seguida foram precipitadas
com isopropanol (Sambrook et al., 1989) e ressuspendidas em 10 pL de
formamida e lidas no sequenciador.
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2.5. Andlise dos dados

As sequéncias foram alinhadas empregando o algoritmo Clust W,
identificadas os genotipos de cada locus estudado para cada individuo e
confirmados visualmente utilizando o programa MEGA 5.2 (Tamura et
al., 2011), tendo como referéncia a sequéncia do gene HSP70 (GenBank
- AY645906). As frequéncias alélicas, genotipicas, equilibrio de Hardy-
Weinberg, Fis, Fst e Gst foram obtidos com o auxilio dos programas
GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008) e GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse,
2012). As frequéncias alélicas foram testadas com teste de X par a par
dos grupos, usando o programa STATISTICA 10.0 demo (StatSoft Ltd.,
2012). A distancia genética (Nei, 1977) foram obtidas usando o
programa GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse, 2012) com permutagdo de
9.999.

3. RESULTADOS

3.1. Diversidade genética

Foram identificados 5 SNPs (C661A, T712C, C782T, C892T e
C1090T) genotipados em 119 camardes, com substituicdes sindbnimas
(Figura 1). Foi observado nas trés populagdes 19 gendtipos, sendo 12
destes exclusivos de uma das populagdes estudadas (Tabela 2). As
populagdes do Sul ndo se encontravam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) (p<0,05) em 60 % (LV A) e 100% (LV B) dos testes.
Para a populacdo do Nordeste (LV C) 20 % dos testes ndo se
encontravam em EHW (p<0,05).

Ges1a GTT/GTE/ GTA/ GTG Valina (V)

izt olijcst/cen/cserasaiacs  Arginina (R)

el maff/cr/crc/omiErs Leucina (L)

1 " Cssff TolyTcl/Toa/TeE/AGT/AGE Serina (S)
Beo1a | E7s. 109
SNP Lo cas2 Eroooff ll/rcé/rearco/act/ace  Serina (S)

Figura 1. Esquema da estrutura gendmica e distribuicdo de SNPs no
gene HSP70 de L. vannamei. Linha cinza claro representa o fragmento
do gene; setas indicam o inicio e fim do fragmento e da expressdo da
proteina HSP70; aminoacidos contendo os SNPs foram representados
em diferente fonte.
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Tabela 2. Hapl6tipos dos SNPs dos fragmentos dos exons do gene
HSP70 das populag@es cultivadas de L. vannamei no Brasil. * fragmento
da sequéncia do gene HSP70 de L. vannamei (Genbank: AY645906);
LVA — populagcdo LAGUNA (Sul); LVB - populagdo HH (Sul); LVC —
populagdo SPR (Nordeste); 1 a 19 — gen6tipos.

HSP705-  CG661A T712C Cc782T C982T C1090T -3'
REF * C
LVA1
LVB 1
LvC1
LVA?2
LvC2
LVA3
LVB 3
LVC3
LVA4
LVAS5
LVB 5
LVAG6
LVB 6
LVA7
LVAS8
LVA9
LvC9
LVA10
LVB10
LVC11
LVC12
LVB13
LVB14
LVB15
LVB16
LVB17
LVB18
LVB19

OO0OPOPZTO00000ZZTON0O0>>P000000000
<4440000<0000000000000000000
000000AH40000000000000000000000
00H4400<<004=40044—400<<<<<<000

<00000<X4A<A4400<40000<000<<0000

A heterozigosidade observada (Ho) foi menor nas populagfes LV
A (52,26% menor) e LV B (25,51% menor) comparadas com LV C. A
heterozigosidade esperada (He) mostrou uma variagdo média de 16,1 %
(= 1,3) a 21,9 % (£ 2,4), tendo as populagBes do Sul (LV A e LV B)
menores valores comparadas com a populacdo do Nordeste (LV C). O
Fis indicou que as populag¢des do Sul (LV A e LV B) possuem maiores
coeficientes de endogamia (4,5 e 5,0 X maiores, respectivamente)
comparadas com a populacdo do Nordeste (LV C) (Tabela 3).
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Tabela 3. Diversidade genética dos SNPs presentes no fragmento do
gene HSP70 das populagdes LV A (LAGUNA), LV B (HH) e LV C
(SPR) de Litopenaeus vannamei cultivadas no Brasil. Heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de endogamia
(Fis), equilibrio de Hardy—Weiberg (EHW) e nimero de individuos (N).
DP- desvio padrdo; * - p<0,05; *** - p<0,001.

Médias

Populagdes Locus (*DP)
™) C661A T712C Cc782T C892T C1090T
Ho 0,028 0,000 0,000 0,317 0,289 0,127 (+ 0,16)
VA He 0,176 0,097 0,049 0,424 0,284 0,206 (+ 0,15)
@1) Fis 0,842 1,000 1,000 0,252 -0,021 0,615 (£ 0,47)
EHW 0,000 *** 0,000%** 0,000 *** 0,107 088 0 -
N 36 39 40 41 38
Ho 0,022 0,044 0,000 0,178 0,067 0,062 (+ 0,07)
WB He 0,105 0,162 0,044 0,391 0,105 0,219 (+ 0,24)
(45) Fis 0,788 0,726 1,000 0,545 0,365 0,685 (+ 0,24)
EHW 0,000 *** 0,000 *** 0,000 *** 0,000 *** 0,014* e
N 45 45 a4 45 45
Ho 0,031 0,125 0,000 0,697 0,364 0,243 (+0,29)
e He 0,031 0,117 0,000 0,483 0,463 0,161 (+ 0,13)
(33) Fis -0,016 -0,067 1,000 -0,442 0,214 0,138 (+ 0,54)
EHW 0,928 0706 - 0,011 * 0218 -
N 32 32 32 33 33

A média dos alelos mais frequentes (C) foi de 0,868 (+ 0,136) e
de 0,133 (+£0,136) para os alelos menos frequentes (A ou T). Diferengas
estatisticas foram observadas para 0 SNP C1090T (p<0,05) entre as trés
populagdes. Para 0 SNP C892T houve diferencas estatisticas (p<0,001)
entre as populagdes do Sul (LV A e LV B) e do Nordeste (LV C). Para o
SNP C661T houve diferenca estatistica (p<0,05) entre a populagdo LV
A (Sul) e LV C (Nordeste) (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicdo da frequéncia alélica dos locus do gene HSP70 e
teste de X? par a par das populacdes LV A (LAGUNA), LV B (HH) e
LV C (SPR). * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; namero de
individuos (N).

Frequéncia Alélica (N) Comparagdo multipla da

SNPs Alelos frequéncia alélica (p)
LVA LVB LVC LVA-LVB LVA-LVC LVB-LVC
c 0,903 0944 0984
CBE1A (65) (85) (63) 1,01 4,07 1,59
A 0,097 0056 0,016 (0,314) (0,043)* (0,207)
(07) (05) (01)
T 0,051 0,089 0,062
126 (04) (08) (04) 0,89 0,08 0,36
c 0949 0911 0,938 (0,345) (0,773) (0,547)
(74) (82) (60)
c 0975 0977 1,000
cI8eT (78) (86) (64) 0,01 1,62 1,47
T 0,025 0,023 0,000 (0,923) (0,203) (0,225)
(02) (02) (00)
c 0,695 0,733 0591
C892T (57) (66) (39) 0,31 51,25 58,56
T 0,305 0,267 0,409 (0,579) (0,0) *** (0,0) ***
(25) (24) (27)
c 0,829 0944 0,636
C1000T (63) (85) (42) 5,69 6,80 23.88
T 0,171 0056 0,364 (0,007)* (0,009) ** (0,0) ***

(13) (05) (24)

Houve uma baixa divergéncia génica entre as populactes (Fsr:
0,042; Gst: 0,031). Os valores de Fst e Gst quando comparados par a
par entre as populacdes indicam baixa divergéncia genética e
estatisticamente significativos, com excepgdo do Gsr entre as
populagdes LV A e LV B (p<0,05) (Tabela 5). Uma baixa distancia
genética (NeiD) foi observada entre as populagdes com uma maior
proximidade entre as popula¢@es do Sul (LVA e LV B) se comparadas
com a populacdo do Nordeste (LV C). (Tabela 5).

Tabela 5. indices de diferenciacdo populacional (Gst e Fsr) e distancia
genética (NeiD) analisadas par a par das populagdes LV A (LAGUNA),
LV B (HH) e LV C (SPR). * - p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,001.

Populaces Fst Gst Nei D
LV A LV B 0,028* 0,001 0,004
LV A LV C 0,032** 0,034* 0,014

LVB LvC 0,091*** 0,096*** 0,029
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3.2. Desafio Viral

Durante o desafio viral foi observado uma mortalidade de 84,5 %
dos animais. Os camardes sobreviventes (15,5 %) demonstraram maior
predominancia do gendtipo CC, tendo os SNPs C661A e C782T a
ocorréncia exclusiva deste gendétipo. E para o SNP C892T observou-se
um aumento na frequéncia do alelo T (0,31) nos animais sobreviventes.
Os testes de X? ndo indicaram diferencas estatisticas (p>0,05) da
frequéncia alélica dos cinco SNPs estudados entre os camardes mortos e
sobreviventes (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados do teste de desafio da populagdo LV B (HH)
frente a0 WSSV. Frequéncia alélica (F. A.), frequéncia genotipica (F.
G.), nimero de individuos (N) e analise do teste de X para cada locus do
gene HSP70.

WSSV - Mortos (32) WSSV - Sobreviventes (13) Comparagao
SNPs frequéngiaalélica:
F.A (N) F. G. (genGtipo) F.A (N) F. G. (gen6tipo) X (p)
0,92 0,08 0,91 0,03 0,06 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00
CB6IA  5e)  (03) (CO) (€A  (AA) @6 (00 (€O (CA  (AA) 130 (0.59)
0,09 0,91 0,06 0,06 0,88 0,08 0,92 0,08 0,00 0,92
TR g @ om oM oo e gy @ Mmoo CORIW
S O I O O
g3 @ oc9 oo o g o cg g g MO8
CL090T @60 (4 (€O (€N (M @) Oy (€ (€D 004(1,00

4. DISCUSSAO

As anélises da diversidade genética de linhagens cultivaveis sdo
determinantes para programas de melhoramento genético e aumento da
produtividade na carcinicultura (Benzie, 2000; Benzie, 2009; Cook,
2009; Andriantahina et al., 2013). De um modo geral, a perda na
variabilidade genética é esperada em populagdes cultivadas, devido ao
efeito fundador e de endogamia (Benzie, 2000; Benzie, 2009). As trés
populagdes avaliadas neste estudo apresentaram baixos niveis de
diversidade genética no fragmento do gene HSP70, sendo que a baixa
heterozigosidade observada nas populagcdes do Sul (LV A e LV B)
pode estar relacionada com os elevados indices de endogamia presentes
nestas duas linhagens.

A maior heterozigosidade observada foi na populacdo LV C,
quando comparada com as populacdes LV A e LV B, sendo este
resultado esperado haja vista que os reprodutores utilizados faziam parte
de um programa genético com controle de cruzamentos que maximizou
a variabilidade genética de geracdo em geracdo (Melo et al., 2011). Este
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programa de melhoramento genético para resisténcia ao IMNV, pode ter
resultado em um aumento da heterozigosidade observada no SNP
C892T. A menor heterozigosidade registrada, quando comparada com a
heterozigosidade esperada em popula¢bes cultivaveis, pode estar
associada a selegdo artificial e & deriva genética (decorrentes do pequeno
nimero de reprodutores), afetando assim o Equilibrio de Hardy-
Weinberg_(Freitas et al., 2007; Perez-Enriquez et al., 2009; Lima et al.,
2010; Vela-Avitla et al., 2013).

O indice de endogamia (F;s) mostrou valores mais elevados para
as populagbes do Sul (LV A e LV B) em relacdo & populagdo do
Nordeste (LV C), possivelmente pelo fato de que a populagdo nordestina
avaliada apresentava um histérico de cruzamentos ao longo das
geracBes, mantendo este parametro baixo. Lima et al., (2008)
observaram menor endogamia (Fis: 0,13 a 0,39) em populagdes
cultivadas de L. vannamei no estado da Bahia (Nordeste). Outros
estudos efetuados com populagdes de L. vannamei oriundas de
laboratérios de producdo de pds-larvas brasileiras confirmaram menores
indice de endogamia (Fis: 0,00 a 0,38). Os maiores valores de Fys
observados nas populagfes do Sul pode estar relacionado ao
endocruzamento e a influéncia do efeito fundador dos reprodutores
(Luvesuto et al., 2007; Lima et al., 2010; Maggioni et al., 2013). Os
valores do Fis da populagdo LV C foram similares aqueles de outros
estudos com populagdes de peneideos cultivados no Brasil (Lima et al.,
2008; Luvesuto et al., 2007; Lima et al., 2010; Maggioni et al., 2013),
assim como em populagfes cultivadas (Fis: 0,20 a 0,28) no México
(Vela-Avitla et al., 2013).

A reduzida divergéncia genética observada entre as trés
populagdes estudadas foram similares ao trabalho de Lima et al. (2010),
0s quais identificaram ligeira divergéncia genética (Fst: 0,02) entre dois
laboratérios de producdo da pds-larvas da regido nordestina do Brasil.
Luvesuto et al. (2007) observaram esta baixa divergéncia (Fst: -0,004)
em camarfes cultivados no estado da Bahia (Nordeste). Em estudos
efetuados com populagdes de seis instituicbes produtoras de pos-larvas,
em quatro estados do México, observou-se uma baixa diversidade (Fsr:
0,015) (Perez-Enriquez et al., 2009). Oposto a isto, Maggioni et al.
(2013) observaram uma maior variabilidade na divergéncia em nove dos
maiores laboratérios de producdo de pés-larvas da regido Nordeste do
Brasil (Fst: 0,00 a 0,175), sendo estes responsaveis por 50% das pés-
larvas comercializadas no pais. A maior divergéncia dos laboratérios
nordestinos sdo decorrentes das multiplas origens dos reprodutores
oriundos de populacdes nativas e cultivadas de diversos paises
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(Equador, Panama, Venezuela, El Salvador, e México) (Luvesuto et al.,
2007; Lima et al., 2010; Maggioni et al., 2013).

Uma ligeira distancia genética (NeiD<0,01) foi observada nas
trés populagbes estudadas, tendo uma maior proximidade das
populagdes do Sul (LV A e LVB) comparada com a populacdo do
Nordeste (LV C). Estudos com linhagens cultivadas no Brasil de L.
vannamei mostraram uma relacéo da distancia genética e sua localizagéo
geografica (Maggioni et al., 2013). Além disto, as estratégias de selecéo
dos reprodutores (Luvesuto et al., 2007) e diferengas nas caracteristicas
oceanogréaficas (fisico-quimicas e biologicas) e climatologica dos
estuarios podem levar a um efeito diferencial do ambiente na estrutura
genética das populacdes (Benzie, 2000; Maggioni et al., 2001; Maggioni
et al., 2007; Maggioni et al., 2013).

As frequéncias alélicas do SNP C892T apresentaram diferencas
(p<0,05) entre a populagdo LV C e as populagdes LV A e LV B.
Resultados similares foram observados com trés populagGes
comercializadas de L. vannamei na Asia, sendo duas SPF e uma
resistente ao TSV (Zeng et al., 2008). A popula¢do LV C é oriunda de
um programa de melhoramento genético para resisténcia ao IMNV,
onde os animais sofreram fortes pressdes de selecdo a este virus através
de desafios experimentais.

No entanto, quando camardes da populagdo LV B foram
desafiados experimentalmente ao virus WSSV ndo foram registradas
diferencas significativas entre as frequéncias alélicas dos SNPs do gene
HSP70 dos animais mortos e sobreviventes. A populagdo LV B se
caracteriza por ser originada de uma populagdo SPF que foi reproduzida
em condigfes de biosseguranca sem ter entrado em contato com o
WSSV no seu histérico zootécnico e com selecdo de organismos que

possuem maior capacidade de crescimento. Apesar desta auséncia de
associacao observou-se, de maneira interessante, a ocorréncia exclusiva
do gendtipo CC nos SNPs C661A e C782T e a predominancia do
gendtipo TT do SNP C892T para 0s animais sobreviventes. Zeng et al.
(2008) identificaram diferencas na frequéncias alélicas (p<0,05) do SNP
C892T e associacdo dos genotipos CT e TT a resisténcia ao TSV (Taura
Sindrome Virus). Mesmo com baixo nimero amostral do presente
estudo (N=45), o aumento do genétipo TT no SNP C892T observado
associado ao desafio viral, pode indicar que este locus também pode
estar associado a tolerancia ao WSSV. A auséncia de associacdo
também foi observada em primeira instancia entre os SNPs do gene
CHH (horménio hiperglicémico de crustaceos) e taxa de crescimento de
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duas espécies de peneideos (L. vannamei, Penaeus monodon), com um
nimero amostral de 30 a 76 individuos (Glenn et al., 2005; Yu et al.,
2006). Posteriormente, Than et al. (2010) observaram esta associacdo
de SNPs do gene CHH com a taxa de crescimento para Macrobrachium
rosenbergii com um nimero amostral de 243 animais.

Estas pequenas alteracdes (poli-alélicas) dos SNPs podem ter
uma relevancia na busca futura por animais mais tolerantes e /ou
resistentes a patdgenos virais, visto que estas alteragfes podem ter uma
influéncia na formac&o e eficiéncia de proteinas (Krawezak et al., 1992).
Yu et al. (2006) observaram que o SNP G59A do gene CHH provoca
uma alteragdo em um aminoacido (C para Y), afetando sua eficiéncia
metabdlica. Mesmo que as alteragdes dos SNPs presentes no gene
HSP70 resultem em aminodcidos com estrutura similar, a diferenca
bioquimica nestes aminoacidos pode afetar a atividade do RNA
transportador (Hunt et al., 2009) da proteina HSP70 e assim influenciar
na suscetibilidade as doencas virais.

Podemos concluir que ha uma reduzida divergéncia e distancia
genética entre as duas populagdes cultivaveis no Sul (LV A e LV B)
comparado com uma populagdo do Nordeste (LV C) do Brasil. O SNP
C892T do gene HSP70 apresenta potencial em ser utilizado como
marcador em estudos de associacdo a resisténcias virais (WSSV e
IMNV). No entanto, para consolidar esta relacdo do SNP C892T
presentes no gene HSP70 de L. vannamei associados a resisténcia de
doencas virais (IMNV, TSV e WSSV), aconselha-se uma confirmagéo
com outros desafios virais. Outra necessidade futura é a integracdo do
SNP C892T presentes no gene HSP70 e outros SNPs presentes em
genes associados a caracteristicas de interesse econdmico (taxa de
crescimento e sistema imunoldgico). Estudos de associagdo permitiriam,
em um futuro préximo, mapeamentos genéticos mais completos para
programas de selecdo assistida.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para consolidar esta relacdo do SNP C892T presentes no gene
HSP70 de L. vannamei associados & doengas virais (IHHNV, IMNV,
TSV e WSSV), aconselha-se uma confirmagdo com outros desafios virais
com um maior niamero amostral. Além de efetuar mais estudos integrando
0 SNP C892T presentes no gene HSP70 e outros SNPs presentes em
genes associados a caracteristicas de interesse econdmico (taxa de
crescimento e sistema imunoldgico). Dentre 0s genes que possuem
potencial para serem utilizados podemos destacar os genes HSC70, a-
amilase, catepsina-L, MIH, actina, CHH, 5HT1R e STAT (Glenn et al.,
2005; Yu et al., 2006; Zeng et al., 2008; Marti et al., 2010; Than et al.,
2010; Blank et al., 2013). A obtencéo de QTLs conjuntas de tolerancia a
doencas virais e taxa de crescimento possibilitaria uma alternativa em
programas de sele¢do assistida (MAS).
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