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RESUMO 

Este estudo avaliou o polimorfismo C892T do gene HSP70 em duas linhagens de camarão 

Litopenaeus vannamei em relação à resistência/susceptibilidade ao vírus na mionecrose 

infecciosa (IMNV) por meio de ensaio de discriminação alélica por PCR em tempo real. Pós-

larvas de duas linhagens de camarões, uma selecionada para o crescimento (L.C) e outra para a 

resistência ao vírus da mionecrose infecciosa (L.R) foram obtidas de duas empresas 

especializadas. No final do período de crescimento, observou-se que L.C obteve uma maior 

taxa de crescimento semanal média em relação a L.R (1,18 g/semana e 0,97g/semana, 

respectivamente). Sob desafio experimental, a evolução da carga viral foi similar entre os 

grupos infectados das duas linhagens. Os grupos selecionados como susceptíveis de ambas as 

linhagens apresentaram uma carga viral entre 103 e 105 cópias do IMNV/µg de RNA, enquanto 

os grupos resistentes exibiram carga viral entre 106 e 107 cópias. L.R obteve um melhor 

desempenho frente a exposição ao vírus, chegando ao 30° dia pós injeção do inóculo viral com 

13% de sobrevivência, enquanto L.C atingiu 100% de mortalidade ao 12º dia pós injeção. Ao 

contrário do que poderia ser esperado, o alelo T do SNP C892T, que foi previamente associado 

à resistência, não foi mais frequente em L.R. Porém, sua frequência foi mais elevada nos grupos 

de resistência de cada linhagem. Isso pode estar associado à baixa variabilidade genética 

encontrada em L.R em relação a L.C. O ensaio de discriminação alélica por qPCR possibilitou 

a obtenção de genótipos para esta pesquisa mostrando que o SNP C892T está associado aos 

grupos de resistência/suscetibilidade ao vírus da mionecrose infecciosa. Esta evidência reforça 

a hipótese de interação deste marcador com doenças virais presentes na aquicultura, e sua 

potencial aplicação em programas de seleção de linhagens resistentes a patógenos específicos. 

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, single nucleotide polymorphism, IMNV, QTL, 

Genotipagem, Discriminação alélica, HSP70. 
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ABSTRACT 

 

This study assessed the C892T polymorphism of the HSP70 gene in two Litopenaeus vannamei 

strains regarding resistance/susceptibility to infectious myonecrosis, using allelic 

discrimination through real-time PCR. Post-larvae from two strains of shrimp, one selected for 

growth (L.C) and one selected for resistance to infectious myonecrosis virus (L.R) were 

obtained from two commercial hatcheries. At the end of the growth period, it was observed that 

L.C achieved a higher average weekly growth rate compared to L.R (1.18 g / week and 0.97g / 

week, respectively). However, under experimental challenge, L.R obtained a better 

performance against exposure to the virus, reaching the 30th day post infection with 13% 

survival, while L.C reached 100% mortality at 12 days post injection. The evolution of viral 

load was similar in both strains. Shrimp categorized as susceptible presented 103 to 105 IMNV 

copies/µg RNA, while shrimp considered resistant presented 106 to 107 viral copies/ µg RNA. 

In contrast to what could be expected, allele T of the SNP C892T, which was previously 

associated with viral resistance, was less frequent in L.R than in L.C. However, its frequency 

was higher in the resistant group of each lineage. This may be associated with lower genetic 

variability found in L.R when compared to L.C. The allelic discrimination assay through qPCR 

allowed successful genotyping for this research showing that SNP C892T is associated with 

resistance groups / susceptibility to infectious myonecrosis virus. This evidence supports the 

hypothesis of interaction of this marker with viral diseases present in aquaculture and its 

potential application in selection programs of shrimp strains resistant to specific pathogens. 

 

Keywords: Litopenaeus vannamei, single nucleotide polymorphism, IMNV, QTL, genotyping, 

allelic discrimination, HSP-70. 
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1 INTRODUÇÃO 

O camarão branco do pacífico (Litpenaeus vannamei) é um dos organismos 

aquáticos de origem marinha de maior relevância para a aquicultura mundial, representando 

76% da produção dentro do grupo dos peneídeos (FAO, 2014). Esta espécie possui elevada 

rusticidade, aceitação de dietas artificiais, elevada taxa de crescimento, dentre outras 

características que são de interesse para o seu cultivo (FAO, 2014). Dentre os entraves para o 

setor produtivo, as doenças virais estão entre as mais relevantes. Isso é observado especialmente 

nos sistemas de produção da carcinicultura, que visam alta produtividade e elevadas taxas de 

estocagem, favorecendo assim a manifestação de patógenos no meio de cultivo. Algumas 

estratégias vêm sendo construídas para transpor ou minimizar estas perdas causadas por 

enfermidades virais. Programas de melhoramento genético destinados a produção de linhagens 

resistentes a patógenos específicos (Specific Pathogen Resistant - SPR) vem apresentando 

resultados significativos na seleção de famílias com sobrevivência significativa a desafios virais 

(MOSS; DOYLE; LIGHTNER, 2005), mesmo que este tipo de seleção mostre correlações 

negativas com o crescimento, visto que são parâmetros de baixa herdabilidade e que em geral 

se opõem no decorrer do processo de melhoramento (ARGUE et al., 2002). 

A exemplo do desenvolvimento das demais atividades agropecuárias, a aquicultura 

vem dando importantes passo no âmbito da genética e melhoramento. Para o camarão branco 

do Pacífico L. vannamei a compreensão do processo de seleção é crucial, visto que a seleção 

fenotípica para uma característica especifica não é necessariamente a melhor estratégia a ser 

adotada nos meios de produção, porém a obtenção de linhagens com múltiplos caracteres 

melhorados (crescimento e resistência, por exemplo) se torna um entrave em questões 

metodológicas (MOSS; DOYLE; LIGHTNER, 2005). A produtividade é afetada não apenas 

pelas características individuais inatas, mas também pela perda da variabilidade genética de 

planteis cultivados (BEAUMONT; BOUDRY; HOARE, 2010). Com relação a enfermidades, 

há ainda evidências de que a sobrevivência de L. vannamei frente a infecções virais pode ser 

afetada diretamente pelo aumento no endocruzamento, e que surtos poderiam ser minimizados 

evitado níveis moderados e altos de endogamia (>10%) (MOSS et al., 2007). 
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O Vírus da Mionecrose Infecciosa 

 

O vírus da mionecrose infecciosa (IMNV) foi primeiramente registrado no nordeste 

brasileiro, com impactos econômicos significativos para a indústria nacional do camarão, e mais 

recente no sudoeste da Ásia (ANDRADE et al., 2007; SENAPIN et al., 2011). A ocorrência da 

doença ocorrência parece estar ligada ao estresse ambiental, pouco oxigênio dissolvido na água, 

salinidades extremas e baixa qualidade do alimento (LIGHTNER et al., 2005), causando, desde 

simples queda do índice de conversão alimentar (FCA) até mortalidades elevadas, que podem 

atingir até 70 % (NUNES, et al., 2004). O vírus possui um formato icosaedrico com 40 nm de 

diâmetro e uma densidade de 1,366 g/ml em CsCl (POULOS et al., 2006). O seu genoma é 

composto de uma molécula de dsRNA (double-stranded RNA) com 7.560 pb e provavelmente 

possui um capsídeo com quatro polipeptídios representado pelos os pesos moleculares de 24, 

42, 106 e 149 kDa. Apresenta dois quadros de leitura aberta (Open Reading Frame - ORF) não 

sobrepostas, uma na porção 5’ (ORF1, nt 136-4.953), codificando para a proteína do capsídeo 

e para a proteína de ligação ao dsRNA, e outro na porção 3’ (ORF2, nt 5.241-7.451) codificando 

para a RNA polimerase RNA-dependente (RNA-dependent RNA polymerase – RdRp). Por meio 

de análises filogenéticas do RdRp, o IMNV mostrou similaridade com outro vírus (Giardia 

lamblia vírus) membro da família Totiviridae (POULOS et al., 2006; NIBERT, 2007). O IMNV 

seria o único membro da Família Totiviridae que pode infectar invertebrados.  O vírus causa 

necrose da musculatura estriada do abdômen e do cefalotórax. A opacidade da cauda no quinto 

segmento abdominal com aspecto leitoso é a condição clássica de manifestação da doença, além 

de haver apodrecimento das áreas afetadas, em estágios mais avançados. A progressão da 

doença se estende até o telson e aos urópodos (NUNES et al., 2004). 
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Marcadores moleculares no cultivo do L. vannamei 

 

O desenvolvimento de marcadores genéticos baseados em DNA tem proporcionado 

grandes avanços para a aquicultura, no monitoramento da variabilidade genética e 

endocruzamento, na identificação de linhagens e relações de parentesco, e também na 

construção de mapas de ligação de altas densidades, que eventualmente permitirão a seleção de 

reprodutores baseados em características genéticas específicas (LIU; CORDES, 2004). 

Naturalmente, há uma tendência de reforçar os métodos de melhoramento tradicionais com a 

aplicação de marcadores moleculares para o camarão L. vannamei, ou seleção genômica. Esse 

tipo de aplicação vem aumentando a rentabilidade da indústria do camarão, a qual já registrou 

um aumento na precisão de seleção para animais resistentes a patógenos específicos até 2,6 

vezes maior do que a simples seleção fenotípica de irmãos completos (CASTILLO-JUÁREZ 

et al., 2015). É necessário caracterizar e monitorar geneticamente as populações cultivadas e é 

especialmente útil a capacidade de identificar reprodutores com características genéticas 

favoráveis. 

Atualmente os programas de seleção e melhoramento de espécies de interesse para 

aquicultura vem dando ênfase para aplicação de marcadores moleculares na formação e 

acompanhamento de linhagens. Os locos de caracteres quantitativos (Quantitative Trait  Locus 

– QTL’s) são regiões do genoma do animal que estão relacionadas com características 

mensuráveis (resistência, crescimento, capacidade reprodutiva, entre outros) e podem ser 

identificados por experimentos que correlacionam desempenho zootécnico e desafios virais 

com marcadores mapeados geneticamente (GODDARD; HAYES, 2009; VILLANUEVA et al., 

2011; CORREA et al., 2015). A metodologia mais aplicada neste contexto são os estudos 

associativos, que são fundamentais para confirmar a relação entre a característica-alvo e o 

marcador molecular de que se tem evidência para a seleção (LIU; CORDES, 2004). 

Dentre os marcadores moleculares conhecidos, os SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphism) são os que têm o maior potencial para aplicação em processos de seleção 

assistido por marcadores (Marker Assisted Selection – MAS). Por definição, SNPs são mutações 
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em bases únicas na molécula de DNA que podem ou não estar ligadas a uma função biológica 

específica. Possuem uma alta estabilidade em todo o genoma e podem ser genotipados por meio 

de várias tecnologias (CAETANO, 2009). Os métodos de obtenção de quantidades grandes 

desse tipo de marcador passa pelas técnicas de sequenciamentos de nova geração. Por meio 

desta metodologia, pesquisas com o L. vannamei, num universo de centenas de milhares de 

SNPs encontrados, algumas dezenas destes polimorfismos apresentaram associação a 

características de interesse para o cultivo (CIOBANU et al., 2010; YU et al., 2015). 

A busca de estudos associativos genótipo/fenótipo passa pela qualidade e confiança 

na técnica de genotipagem empregada. Muitas vezes o baixo rendimento de uma técnica de 

genotipagem exige uma série de repetições e otimizações para validar a metodologia 

empregada, levando tempo e recursos para chegar num resultado consistente. O polimorfismo 

de comprimento de fragmentos de restrição (Restriction Fragment Length Polymorphism – 

RFLP), uma metodologia mais tradicional de genotipagem de SNP, tem como principais 

gargalos o não atendimento de demandas em grande escala e por possuir taxas de erro 

significativa, além de manipulação pós-PCR (JOHNSON; YUCESOY; LUSTER, 2004).  

As técnicas de genotipagem de SNPs de alto rendimento estão sendo empregadas 

desde estudos farmacogenéticos e na detecção de patógenos até programas de seleção para 

melhoramento animal (MHLANGA; MALMBERG, 2001). Uma destas técnicas são os ensaios 

de discriminação alélica por PCR em tempo real que tem como objetivo detectar um 

polimorfismo pontual por meio de sondas TaqMan-MGB alelo-específica. Estas são sondas 

moléculas marcadas com fluoróforos específicos que permitem reconhecer a diferença de alelos 

em uma única reação. Possuem alta especificidade e que emitem a cor correspondente a sua 

marcação quando ligado a sua sequência alvo (HADJINICOLAOU et al., 2009). 
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Variabilidade do gene HSP70 

 

As proteínas de choque térmico (HSPs) são notavelmente conservadas em todos os 

organismos vivos. Essas proteínas realizam um papel importante no citosol celular, utilizando 

energia da quebra do ATP para desenovelar proteínas agregadas erroneamente do seu domínio 

de ligação e promover a conformação de proteínas recém-sintetizadas e deformadas (MAYER; 

BUKAU, 2005; MULTHOFF, 2007). Também são conhecidas por estarem envolvidas na 

resposta imunológica durante a infecção, sendo importantes para compreensão do sistema 

imune em muitos organismos (SONG et al., 2015). As HSPs são classificadas tomando como 

base seu peso molecular, como HSP60, HSP70 e HSP90, sendo a HSP70 a de maior interesse 

em pesquisa, pela sua natureza regulatória da resposta imune inata (HUA et al., 2014). São 

sintetizadas sob condições de estresse causadas por extremos de temperatura, depleção de 

energia celular, concentrações extremas de íons, gases, substâncias tóxicas, presença de metais 

pesados e ação de agentes infecciosos (MORRIS; THATJE; HAUTON, 2013). 

A expressão de HSP70 é frequentemente utilizada como biomarcador para estresses 

ambientais ou patológicos em L. vannamei  (QIAN et al., 2012). A transcrição deste gene pode 

ser induzida por meio de injeção de diferentes bactérias na hemolinfa e no hepatopancreas 

(ZHOU et al., 2010). Para enfermidades virais, há indícios que a HSP70 pode estar envolvido 

como mediador de respostas imune do camarão L. vannamei contra o vírus da síndrome da 

macha branca (White Spot Síndrome Virus – WSSV) (LIN et al., 2011) e ao vírus da infecção 

hipodermal e necrose hematopoiética (infectious hypodermal and hematopoietic necrosis vírus 

– IHHNV) e o vírus da mionecrose infecciosa (Infectious Mionecrosis Virus – IMNV) 

(VIEIRA-GIRÃO et al., 2012). 

Em muitos casos, genes relacionados ao sistema imune do camarão L. vannamei 

são tomados para prospecção de SNPs. Os loci T1361C, T1370C e A1419T do gene nLvALF1 

(Isoforma do gene do fator antilipopolissacárideo) apresentaram associação com a resistência 

ao vírus da síndrome da macha branca (WSSV) (LIU et al., 2014), mutações não-sinônimas de 

três SNPs na porção C-terminal da hemocianina alterou o fator aglutinante em sete bactérias 
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testadas (ZHAO et al., 2012) e o SNP C892T  do gene HSP70 apresentou correlação positiva 

com os animais resistentes ao WSSV (FERREIRA-JUNIOR, 2014) e ao vírus da síndrome de 

Taura (TSV) (ZENG et al., 2008a).  Considerando base nestes antecedentes, o presente estudo 

visou desenvolver um protocolo de genotipagem de SNPs por meio de qPCR para o gene 

HSP70 em Litopenaeus vannamei e testar a associação do SNP C892T à resistência ao IMNV 

em duas linhagens comerciais melhoradas geneticamente. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

 Verificar a associação do polimorfismo C892T do gene HSP70 em duas linhagens 

de camarão L. vannamei com a resistência/susceptibilidade ao vírus da mionecrose 

infecciosa por meio de ensaio de discriminação alélica por PCR em tempo real. 

 

2.2 Específicos 

 

 Avaliar o desempenho zootécnico de duas linhagens comerciais do camarão 

marinho L. vannamei, uma selecionada para o crescimento e outra selecionada para 

a resistência, frente ao desafio experimental com IMNV. 

 Acompanhar o desenvolvimento da mionecrose infecciosa nas duas linhagens por 

quantificação das cópias virais ao longo do período de desafio, por meio de PCR 

em tempo real. 

 Desenvolver metodologia de genotipagem de SNPs do gene HSP70 por PCR em 

tempo real com sondas de hidrólise específicas. 

 Avaliar a variabilidade genética das linhagens testadas por meio de conjuntos 

multiplex de microssatélites. 

 Avaliar a frequência diferencial do SNP C892T do gene HSP70, nas categorias 

susceptível e resistente ao IMNV. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção de pós-larvas de L. vannamei e desempenho zootécnico 

 

Pós-larvas de L. vannamei com idade de 10 dias foram adquiridas simultaneamente 

de duas empresas comerciais especializadas na produção de linhagens de crescimento (L.C) e 

linhagens de resistência ao vírus da mionecrose infecciosa (L.R). Foram transportadas e 

aclimatadas em tanques berçários no Laboratório de Nutrição de Organismos Aquáticos 

(LANOA/CEAC/LABOMAR) até o peso de 2 g. Em seguida, 960 camarões de cada linhagem 

foram estocados em 24 tanques circulares independentes de polipropileno com um volume útil 

de 1m³, com densidade de 80 camarões/m³ distribuídos randomicamente. Cada tanque possuía 

uma entrada e saída de água e aeração contínua e mantidos ao ar livre, renovando de seu volume 

total aproximadamente 15% diariamente. 

Os camarões foram alimentados com ração comercial (35% de PB) quatro vezes ao 

dia. Biometrias quinzenais foram realizadas para acompanhar as taxas de crescimento e ajuste 

dos tratos ofertados com as devidas correções, tomando como base um crescimento de 100 

mg/dia/camarão e uma mortalidade estimada de 0,05% semanal para todos os tanques. 

Salinidade, temperatura e pH foram mensurados diariamente durante o experimento que teve 

período de duração de 65 dias. Dados de peso final e inicial foram coletados para a determinação 

do parâmetro de crescimento semanal. 

 

2.2 Bioensaio de infecção experimental 

 

Para o experimento de desafio foi utilizado um inóculo viral elaborado de acordo 

com Feijó et al. (2015), preparado a partir do músculo abdominal de camarões diagnosticados 

como positivo apenas para a Mionecrose Infecciosa. As amostras foram homogeneizadas em 
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tampão salino gelado (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) (1:10 p/v) e posteriormente 

centrifugadas a 4.000 g/30 min/4°C. O sobrenadante foi recuperado e novamente centrifugado 

a 8.000 g/30 min/4°C. O extrato viral obtido foi filtrado em membranas de 0,45 μm e 0,22 μm, 

respectivamente, e depois armazenados a -80°C (adaptado de Prior et al., 2003). Para confirmar 

a viabilidade do inóculo, foi realizado um experimento piloto com 100 juvenis com 8 g (±1) 

adquiridos no Laboratório de Nutrição de Organismos Aquáticos 

(LANOA/CEAC/LABOMAR) distribuídos da seguinte forma; 50 camarões infectados com 

injeção intramuscular de 150 μl de inóculo viral contendo aproximadamente 9,98 x 105 cópias 

do IMNV; e 50 animais controle com injeção intramuscular de 150 μl de solução salina (NaCl 

330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4). Dados de mortalidade e sinais clínicos do IMNV confirmaram 

a viabilidade do inóculo utilizado (dados não demonstrados). 

Após o período de crescimento, 500 camarões (±9g) de cada linhagem foram 

transferidos ao Laboratório de Bioensaios do Centro de Diagnóstico de Enfermidades de 

Organismos Aquáticos (CEDECAM/CEAC/LABOMAR), onde foram aclimatados durante 7 

dias em 6 tanques de 500 L com renovação contínua de água (100% ao dia). Os parâmetros 

físico-químicos da água foram mantidos em salinidade 30 g/L, 28°C, pH 7,2, OD 5,5 mg/L e 

condições naturais de fotoperíodo para a região nordeste do Brasil (12h de luz e 12h de escuro). 

Os animais foram pesados e distribuídos individualmente em 360 tanques plásticos (180 

tanques/linhagem) de 5,5 L contendo aeração constante e renovação da água de 50% ao dia. 

Durante este período, foram coletados o pleópodo direito do quinto segmento abdominal, como 

backup de amostra biológica, com cauterização local. 

Para o experimento de desafio, os 180 camarões de cada linhagem foram divididos 

em dois grupos (108 camarões/grupo de infecção e 72 camarões/ grupo controle) e 

diagnosticados por RT-qPCR para a determinação da carga viral inicial do IMNV de cada 

camarão. Os grupos foram tratados de acordo com a seguinte descrição: I) Tratamento L.R: 

injeção intramuscular de 150 μl de inóculo viral contendo aproximadamente 9,98 x 105 cópias 

do IMNV; II) Controle L.R: injeção intramuscular de 150 μl de solução salina (NaCl 330 mM, 

Tris 10 mM, pH 7,4). III) Tratamento L.C: injeção intramuscular de 150 μl de inóculo viral 
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contendo aproximadamente 9,98 x 105 cópias do IMNV; IV) Controle L.C: injeção 

intramuscular de 150 μl de solução salina (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4). 

Ao longo do experimento, amostras de hemolinfa (~150 μl) foram coletadas 

individualmente de 12 camarões/grupo randomicamente selecionados nos dias 0, 1, 3, 5, 10, 

16, 23 e 30 após a injeção do inóculo viral. Após a coleta da hemolinfa, os camarões foram 

devolvidos aos seus respectivos tanques e não foram selecionados para a coleta subsequente. 

Os camarões foram observados sete vezes ao dia para o registro da mortalidade e coleta de 

tecido muscular para análises de genéticas. Durante os 30 dias de experimento, os camarões 

foram alimentados 2 vezes ao dia com uma ração comercial contento 35% de PB em uma 

quantidade equivalente a 3,5% do peso corporal. Após o desafio viral, os dados de 

sobrevivência foram utilizados para a categorização diferencial das classes susceptíveis e 

resistentes de cada linhagem de camarão testada. Para cada grupo de infecção experimental os 

camarões situados nos quartis (25%) inicial e final da curva de mortalidade foram categorizados 

respectivamente como susceptíveis e resistentes. 

 

2.3 Extração de DNA 

 

O DNA genômico total foi extraído de amostras de tecido muscular de acordo com 

o protocolo PCI-Proteinase K descrito por Sambrook et al. (1989). Aproximadamente 100 mg 

músculo foi macerado e lavado com uma solução de Tris-HCl (10 mM, pH 7) e colocado em 

microtubos de 1,5 ml contendo 500 μl de tampão de extração (Tris-HCl 100 mM, SDS 1%). 

Em seguida, adicionou-se 30 μl de proteinase K (10 mg/ml) e misturou-se bem por inversão. 

As amostras foram incubadas a 55°C overnight até o tecido estar completamente digerido. Após 

a digestão do tecido, foi adicionado 500 μl de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) 

(Invitrogen®) misturando-se por inversão durante 5 min. Para a separação das fases, as 

amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/5 min. Uma alíquota de 450 μl da fase aquosa 

superior foi transferida para outro microtubo tomando-se o cuidado para não perturbar a 

interface. Numa segunda etapa de purificação, 500 μl de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) 
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foram adicionados à amostra e misturou-se por inversão durante 5 min. As amostras foram 

novamente centrifugadas a 13.000 rpm/5 min e 450 μl da fase aquosa superior foi transferido 

para outro microtubo de 1,5 ml. Para precipitação do DNA, foram adicionados 1,0 ml de etanol 

absoluto (Merck®) e 50 μl de acetato de sódio às amostras, incubando-as a -20°C/30 min. Após 

esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/15 min a 4°C. O sobrenadante foi 

removido cuidadosamente por inversão. As amostras foram então lavadas com 500 μl de etanol 

70%, invertendo-se algumas vezes para posteriormente serem centrifugadas a 13.000 rpm/5 

min. O etanol foi descartado cuidadosamente e os microtubos invertidos sobre um papel toalha 

afim de maximizar o processo de secagem a temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10 minutos. 

O DNA foi ressuspendido em 50 μl de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) e tratado com 2 μl 

de RNase (10 mg/ml). A integridade do DNA total extraído foi avaliada por corrida 

eletroforética em gel de agarose a 1%, preparado em 150 ml de TAE (1×) (0,04 M Tris Base, 

0,04 M Ac acético e 0,001 M EDTA) contendo GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®). 

O DNA total foi quantificado por fluorimétria usando o kit Qubit™quantification assay 

(Invitrogen®) para dsDNA e padronizados para os procedimentos de genotipagem. 

 

2.4 Extração de RNA e Síntese de cDNA 

 

Os hemócitos de cada camarão coletado foram isolados do plasma por 

centrifugação a 1.200 g/10 min/4°C e o RNA total extraído com o reagente Trizol 

(Invitrogen®), de acordo com as instruções do fabricante. O RNA total extraído foi tratado com 

DNAse I por incubação a 37°C por 30 min e sua concentração foi determinada por quantificação 

fluorimétrica usando o kit Qubit™ Quantification Assay (Invitrogen®) para RNA. Antes da 

síntese do cDNA, o RNA foi aquecido a 100°C por 5 minutos para desnaturar o dsRNA e, 

posteriormente, resfriado em gelo. O cDNA foi sintetizado com o High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Life Technologies®) em um volume de 20 μl de reação final 

contendo 2 μl de RT Buffer (10×), 0,8 μl de dNTPs mix (25×), 2 μl de RT random primers 

(10×), 1 μl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1 μg de RNA total. As amostras 
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foram incubadas em termociclador a 25°C/10 min, seguidos de 37°C/120 min e 85°C/5 min. O 

cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utilização para as análises de quantificação viral por 

PCR em Tempo Real. 

 

2.5 Quantificação Absoluta do IMNV por RT-qPCR 

 

Para quantificação do número de cópias do IMNV ao longo do ensaio de desafio 

experimental foram utilizados os primers e sonda de Taqman descritos por Andrade et al. 

(2007). As reações de RT-qPCR foram realizadas em 10 μl de volume final contendo 5 μl de 

Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 μl (10 μM) de cada primer 

IMNV412F (5′-GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA-3′) e IMNV545R (5′-

AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3′), 0,15 μl (10μM) da sonda de hidrólise (IMNVp1) 

(5′-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG TAMRA-3′), 0,2 μl (50×), 1 

μl (10-25 ng) de cDNA e 3,05 μl de água ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo 

contendo todos os reagentes, exceto o cDNA alvo e uma série de diluições do controle positivo 

pTOPO-IMNV.1 equivalente a 109, 108, 107, 106, 105, 104, 103 e 102 cópias do IMNV foram 

adicionados a cada placa de RT-qPCR. O controle positivo pTOPO-IMNV.1 consistiu de uma 

construção genética resultante da ligação de um amplicon de 593 pb do IMNV (N° de acesso 

no GenBank: AY570982, nt 197-789) ao pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®). 

Para a quantificação do número de cópias do IMNV foi empregada a plataforma 

7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condições de ciclagem foram as 

seguintes: incubação a 50°C por 2 min, seguido da ativação da Platinum®Taq DNA polymerase 

a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15 s a 95°C e 30 s a 60°C. Os dados foram coletados durante 

a etapa de extensão final (60°C). O número de cópias virais de cada amostra foi determinado 

de acordo com o software SDS 1.3.1 (Applied Biosystems®). Todas as amostras foram testadas 

em duplicata e somente consideradas positivas quando da amplificação válida de ambas as 

réplicas. 
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2.6 Genotipagem de SNPs por RT-qPCR 

 

Para a análise de discriminação alélica do SNP do gene HSP70 (nº de acesso: 

AY645906)  foi utilizada a plataforma ABI 7500 Real Time Systems (Applied Biosystems®) 

e o kit comercial TaqMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems®). As classes 

susceptíveis e resistentes de cada linhagem de camarão (L.C e L.R) desafiada com o IMNV 

foram investigadas a partir da utilização de sondas MGB alelo-específica contendo os 

fluoróforos VIC e FAM para a identificação do polimorfismo alélico. Cada reação foi 

constituída de 12,5 μL de tampão universal PCR master mix (2X), 0,5 μL (10mM) da solução 

contendo primers (Forward e Reverse) e sondas MGB alelo-específico (VIC e FAM), 9,0 μL 

de água ultrapura e 3 μL de amostra de DNA. A amplificação efetivada foi realizada utilizando 

a seguinte ciclagem: 50°C/2 min, 95°C/10 min e 40 ciclos de 95°C/15 s e 60°C/1 min. Os 

primers e sondas MGB para genotipagem foram desenhadas a partir do software Primer Express 

2.0 (Applied Biosystems®) (Tabela 1 e Figura 1). 

 

Tabela 1 - Primers e sondas MGB alelo-específica utilizados para a discriminação alélica do 

gene HSP70 para o SNP C982T em camarões L. vannamei resistentes e susceptíveis ao IMNV 

pertencentes a linhagem de crescimento (L.C) e linhagem de resistência (L.R) 

experimentalmente. 

Primers (5’-3’) Sondas MGB (5’-3’) 

ACACAGGCCAGCGTGGA FAM-TCGATTTCTACACCTCTAT-MGB 

TCGAAGCGAGCACGGG VIC-CGATTTCTACACCTCCAT-MGB 

Negrito e sublinhado: polimorfismo simples (SNP) 
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Figura 1 – Diagrama esquemático do gene HSP-70 para o L. vannamei (Adaptado de 

FERREIRA-JUNIOR, 2014) indicando a posição dos primers (verde) e sondas (vermelho) 

utilizados para o ensaio de discriminação alélica do SNP C892T (seta) por PCR em tempo real. 

As duas sondas de genotipagem estão sobrepostas na representação e região exônica mais clara 

indica o fragmento do gene. 

 

2.7 Análise de Variabilidade Genética por Marcadores Microssatélites Multiplex 

 

O conjunto multiplex desenvolvido por Forte (2014) foi utilizado para avaliar a 

variabilidade genética das duas linhagens. O conjunto consiste de nove locos agrupados em três 

conjuntos.  Dentre estes, cinco locos (Tabela 2) puderam ser utilizados para a análise da 

variabilidade genética das linhagens selecionadas para o crescimento (L.C) e para a resistência 

ao IMNV (L.R). Os marcadores microssatélites, dentro de cada conjunto de PCR, foram 

marcados com os fluoróforos HEX (verde) e 6-FAM (amarelo) (SCHUELKE, 2000). 
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Tabela 2 - Locos utilizados para a genotipagem de linhagens de camarões L. vannamei 

selecionados para o crescimento (L.C) e para a resistência ao IMNV (L.R). Conjuntos definidos 

por (FORTE, 2014). 

Microssatélites (ID) Sequência (5’-3’) Amplicon 

(pb) 

Conjunto 

PCR 1 

TUMXL8.256 
Forward: *GGACTCACACTTCTGGTTC 

184 
Reverse: GGCTGCACCTTGTAAGTC 

TUMXL8.32 
Forward: *TTACCGCCTAAGAGCGAATG 

238 
Reverse: TGTCCTTTCGTACCAGTCAAG 

PVAN0013 
Forward: *TGCTCTGGTAACGACAAACG 

302 
Reverse: AGACCTGTGGCGAAGTGC 

Conjunto 

PCR 2 

CNM-MG421 
Forward: *TTTCTGCCACGGAGTT 

162 
Reverse: CTGTTGCCCAAATAGC 

PVAN1003 
Forward: *ATATTTCATGCGTTCCGAGG 

167 
Reverse: GACTATCTCACGCGCCTCTC 

*Cauda M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT) 

 

As reações de PCR triplex foram realizadas em um volume final de 10 μL, contendo 

Qiagen Multiplex PCR Master Mix (2X), 0,3 μM do primer mix (2,94 μM de foward, 3 μM de 

reverse e 0,06 μM da cauda fluorescente) e 200 ng de DNA genômico. O protocolo de ciclagem 

foi nas seguintes condições: desnaturação a 94°C/4 minutos, seguidos 35 ciclos de 94°C/30 s, 

56°C/45 s e 72°C/60 s, 8 ciclos de 53°C/45 s e 72°C/45 s, e uma extensão final a 72°C/30 s. Os 

produtos obtidos foram genotipados no sequenciador automático capilar ABI3500 (Applied 

Biosystems, CA, USA) com o marcador de peso molecular GS-600 LIZ®. 
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2.8 Análise de dados 

 

Os dados de desempenho zootécnico foram avaliados pela análise de variância de 

duas vias (Two-way Analysis of Variance, ANOVA), para os dados de crescimento, e ANOVA 

de uma via, para os dados de qualidade de água (P<0,05). Para os dados de mortalidade foi 

aplicado o teste de Log-Rank estimado pela metodologia Kaplan-Meier para curva de 

sobrevivência, na verificação de diferenças nos níveis de sobrevivência entre os grupos 

infectados e controle de cada linhagem testada. Para a análise das diferenças do número de 

cópias do IMNV foi empregada ANOVA unifatorial com comparações pareadas com o Tempo 

0 de cada grupo. Os testes estatísticos foram realizados com o software GraphPad Prism 3.00 

for Windows (GraphPad Software, USA). 

Os dados de genotipagem do SNP C892T, categorizado dentro dos grupos 

susceptíveis e resistentes de cada linhagem, foram analisados usando o software SNPStats 

(SOLE et al., 2006). Os dados de genotipagem multiplex dos microssatélites com as frequências 

alélicas, genotípicas, equilíbrio de Hardy-Weinberg, FIS e FST  foram obtidos com o auxílio do 

programa GENEPOP 4.2 (ROUSSET, 2008). 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Qualidade de água e desempenho zootécnico das linhagens 

 

Durante o período de crescimento dos camarões, não foram observadas diferenças 

estatísticas nos parâmetros de qualidade de água. Salinidade, pH e temperatura se mantiveram 

em torno de 35,0 ± 1,97 g/L, 8,0 ± 0,22 pH e 30,0 ± 0,94 °C, respectivamente (P>0,05; 

ANOVA). 

As linhagens estocadas obtiveram taxas de crescimento semanal diferentes. Em L.C 

foi observado uma maior taxa de crescimento 1,18 ± 0,12 g por semana. Já L.R teve uma taxa 

de 0,97 ± 0,05 g por semana, observando diferença estatisticamente significativa entre as 

linhagens (P<0,05; ANOVA). Os valores de sobrevivência das duas linhagens nesta fase 

crescimento foram acima de 92%, e não foi observada diferença significativa entre eles 

(P>0,05; ANOVA). 

 

3.2 Taxas de sobrevivência das linhagens infectadas com IMNV 

 

Os dados de sobrevivência das linhagens testadas sob desafio viral com IMNV estão 

apresentados na Figura 2. Os grupos infectados de cada linhagem obtiveram curvas distintas de 

sobrevivência, sendo observado que o grupo L.C infectado apresentou elevadas taxas de 

mortalidade a partir do 5º dia pós infecção até chegar ao 12º dia com 0% de sobrevivência. O 

grupo L.R infectado ao final do Bioensaio apresentou uma taxa de sobrevivência de 13%. As 

curvas de sobrevivência dos grupos controle injetados com solução salina apresentaram 

também curvas distintas, contabilizado uma sobrevivência de 70% L.C e de 90% para L.R. 

Todas as curvas de sobrevivência apresentaram diferença estatística entre si (P<0,05). 
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Figura 2. Percentual de sobrevivência da linhagem de Crescimento (L.C infectado e L.C 

controle) e da linhagem Resistente (L.R infectado e L.R controle) de camarões L. vannamei ao 

longo de 30 dias após a injeção de 9,98 x 105 cópias do vírus da mionecrose infecciosa (IMNV) 

e seus respectivos controles injetados com solução salina. 

 

3.3 Quantificação viral do IMNV por RT-qPCR 

 

Foi observado que as pós-larvas de 10 dias obtidas de cada larvicultura já se 

mostravam positivas no diagnóstico do vírus, com médias de 1,69 x 10² e 5,96 x 10² cópias do 

IMNV/μg de RNA para L.C e L.R, respectivamente. Esta carga basal permaneceu constante 

durante o período pré-desafio (berçário, aclimatação e povoamento em tanques individuais).  

 Não houve diferença estatística entre as cargas virais de L.C e L.R dois dias antes 

da injeção do inóculo do vírus e da solução salina (P>0,05). Após a injeção do inóculo viral e 

solução salina, houve um claro aumento no número de cópias virais nos grupos L.C e L.R 

infectados. Para o grupo L.C infectado foi observada significância estatística no 5º e 10º dia 

pós-injeção (P<0,0001), com médias de 6,65 x 106 cópias do IMNV/µg de RNA e 9,97 x 106 
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cópias do IMNV/µg de RNA, respectivamente. Em L.R observou-se o mesmo padrão de 

aumento de carga viral até o 10º dia, se estabilizando até o 30º dia com quantidades médias de 

2,06 x 106 cópias virais do IMNV/µg de RNA (Figura 3) 

Os grupos L.C e L.R controles não apresentaram evolução da replicação viral em 

todo período do experimento, chegando no 30º dpi com quantidades médias de 4,9 x 10² e 6,5 

x 10² cópias virais do IMNV/µg de RNA, respectivamente. 

 

  

Figura 3 – Número de cópias do IMNV em hemócitos do Litopenaeus vannamei injetados com 

9,98 x 105 cópias do IMNV e seus respectivos controles injetados com solução salina. Os dados 

são apresentados pelas médias±SEM (n=12 camarões amostrados em cada ponto de coleta). Os 

asteriscos indicam significância estatística entre as diferenças dos dados durante o tempo de 

desafio (*P< 0.05, **P < 0.001, ***P < 0.0001). 
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3.4 Associação do polimorfismo do SNP C892T com a susceptibilidade/resistência ao 

IMNV 

 

A técnica de genotipagem utilizando a plataforma de PCR em tempo real 

discriminou os genótipos em clusters, como mostra a representação gráfica (Figura 4) e 

confirmadas por sequenciamento automático (ANEXO A). Independente da linhagem 

analisada, houve associação do marcador molecular empregado com os grupos susceptível e 

resistente ao IMNV (tabela 3). Em L.R houve um maior número de homozigotos CC e não 

houve indivíduos com o genótipo TT, porém a frequência do alelo T (11%) foram todos 

observados dentro da categoria de animais resistentes ao vírus, tendo significância estatística 

tanto para as frequências genotípicas e alélicas (P<0,05). Em L.C também se observou uma 

maior frequência do alelo T no grupo resistente desta linhagem (22%), e a presença do genótipo 

TT (2%), não verificado em L.R. Tanto as frequências alélicas como genotípicas mostraram 

significância estatística para a segregação de T no grupo de resistência da linhagem (P<0,05). 

Analisando conjuntamente os grupos susceptível e resistente das duas linhagens, 

observou-se uma maior significância do teste x² (P<0,001), em relação à os resultados 

individuais de cada linhagem para o grupo de resistência (15%). 
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Figura 4: Plot de amplificação dos dois parâmetros de fluorescência das sondas de hidrólise do 

SNP C892T do gene HSP70 discriminando os três genótipos mais o controle. Dados de 45 

amostras selecionadas randomicamente.  
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Tabela 3 – Distribuição de alelos e genótipos do SNP C892T do gene HSP70 nos grupos 

resistentes e susceptíveis de L.R L.C. Sus e Res são abreviaturas para Susceptível e Resistente, 

respectivamente. 

*P<0,05  **P<0,001 

 

3.5 Análise da variabilidade genética 

 

Os dados de heterozigosidade (He e Ho) e o índice de endogamia (Fis) estão 

apresentados na tabela 4. Todos os locos apresentaram significativos índices de endogamia e 

uma baixa índice de heterozigotos, exceto para o marcador TUMXLV8.256. As frequências 

Linhagens Grupos 

Genótipos (n) 

  

x² 

 

Alelos (n) 

 

x² 

CC CT TT  p-valor  C T  p-valor 

L.R 
Sus 

24 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

 

0,014* 

 
48 (1) 0 (0) 

 

0,017* 

Res 
22 

(0,85) 

6 

(0,15) 

0 

(0) 

  
50 (0,89) 6 (0,11) 

 

L.C 
Sus 

18 

(0,95) 

1 

(0,05) 

0 

(0) 

 

0,030* 

 
37 (0,97) 1 (0,03) 

 

0,010* 

Res 
11 

(0,61) 

6 

(0,33) 

1 

(0,06) 

  
28 (0,78) 8 (0,22) 

 

L.R+ L.C 
Sus 

42 

(0,98) 

1 

(0,02) 

0 

(0) 

 

0,003* 

 
85 (0,99) 1 (0,01) 

 

0,0007** 

Res 
33 

(0,72) 

12 

(0,26) 

1 

(0,02) 

  
78 (0,85) 14 (0,15) 
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alélicas de cada loco diferiram significativamente entre as duas linhagens, exceto para CMN-

MG421 (figura 5). 

Os marcadores PVAN0013 e TUMXLV8.32 apresentaram a ocorrência de um 

único genótipo homozigoto (100%) dentro de L.R, não sendo possível obter dados de 

heterozigosidade para esta análise. 

  

 

Tabela 4. Variabilidade genética das duas linhagens L. vannamei por cinco loci de 

microssatélites. 

 Locus 

População CNM-MG421 PVAN1003 PVAN0013 TUMXLV8.256 TUMXLV8.32 Média 

L.C (n=45)       

Ho 0,2889 0,1556 0,2222 0,2000 0,1111 0,196 

He 0,3714 0,1848 0,5327 0,4426 0,4174 0,3898 

Fis 0,2245 0,1600 0,5863 0,5516 0,7366 0,4518 

P-valor 0,0001 0,0304 0,0000 0,0000 0,0000  

L.R (n=37)        

Ho 0,1081 0,2432 0,0270 0,0541 0,0000 0,0865 

He 0,3243 0,2936 0,0270 0,0533 0,0000 0,1397 

Fis 0,6702 0,1735 0,0000 -0,0141 - 0,2074 

P-valor 0,0001 0,2883 - 1 - - 

       

Fst -0,0100 0,0406 0,4514 0,1885 0,3036 0,1948 

N indica o número de indivíduos; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; Fis: índice de 

endogamia; Fst: índice de diferenciação genética; P-valor: probabilidade de ajuste do EHW (método de Fisher; 

valores significativos estão em negrito, após a correção de Bonferroni P< 0,05 (RICE, 1989)). 
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Figura 5 – Frequência alélica relativa dos cinco loci genotipados por painel multiplex 

composto dos microssatélites: A) CNM-MG421; B) PVAN1003; C) TUMX LV8.256; D) 
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PVAN0013 e E) TUMX LV8.32. L.C e L.R são abreviaturas de linhagem de crescimento e 

linhagem de resistência, respectivamente. *P<0,05 pelo Teste G independente por loco.
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4 DISCUSSÃO 

 

A técnica de PCR em tempo real possibilitou o desenvolvimento deste trabalho em 

duas vertentes, a quantificação absoluta do IMNV e o ensaio de discriminação alélica por 

sondas de hidrólise. Esta tecnologia permitiu a obtenção de genótipos para a associação com a 

resistência de camarões pertencentes a linhagens comerciais selecionadas para o crescimento 

(LC) e para resistência (LR). Na genotipagem de SNPs por PCR em Tempo Real, a 

amplificação gênica a partir da utilização de sondas alelo-específicas possui uma baixa taxa de 

erro da discriminação do alelo em relação a outras ferramentas moleculares, como RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) e o sequenciamento do DNA  (JOHNSON; 

YUCESOY; LUSTER, 2004).  

No presente estudo, foi observada uma relação fenotípica inversa entre L.C e L.R 

com relação aos parâmetros de crescimento e resistência, sendo verificada maior taxa de 

crescimento/baixa resistência na L.C e baixa taxa de crescimento/alta resistência na L.R. Este 

tipo de correlação negativa é relatado em vários trabalhos que vêem na seleção de resistência a 

um patógeno específico perdas de outras características de interesse zootécnico, como 

crescimento, capacidade reprodutiva, dentre outras  (ARGUE et al., 2002; MOSS et al., 2007; 

COCK et al., 2009; CUÉLLAR-ANJEL et al., 2012; CABALLERO-ZAMORA et al., 2015). 

Os grupos controle de L.C e L.R apresentaram curvas de sobrevivência distintas, registrando 

70% e 90% de sobrevivência, respectivamente. Além de mais susceptível ao desafio 

experimental com o IMNV, L.C aparentemente pode ser mais frágil a cargas virais baixas, em 

torno de 103, ou ao manejo empregado no Bioensaio.  

Ao longo do desafio com o IMNV, a evolução da carga viral foi similar entre os 

grupos infectados das duas linhagens. Consequentemente, os grupos selecionados como 

susceptíveis de ambas as linhagens apresentaram uma carga viral entre 103 à 105 cópias do 

IMNV/µg de RNA, enquanto os grupos resistentes exibiram carga viral entre 106 à 107 cópias. 

MOSS et al., (2005) afirma que conhecimento da carga viral nos diferentes estágios de infecção 

pode levantar informações valiosas acerca da resistência/susceptibilidade de camarões em 

processo de seleção. Resultados similares da evolução da carga viral do IMNV em camarões L. 
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vannamei infectados experimentalmente foram verificados por Feijó et al., (2015) que evoluiu 

de 3,81 x 103 cópias no 1º dia pós infecção para 3,01 x 107 cópias no 15º dia, registrando 

mortalidade de 100% no 20º dia.  

Embora apenas a curva de mortalidade tenha sido o critério de atribuição dos grupos 

susceptíveis e resistentes, a carga viral corrobora com este critério de seleção. A imputação da 

carga viral para seleção de animais resistentes por meio de desafios experimentais é uma 

ferramenta auxiliar para estabelecer critérios na formação de linhagens, aliados aos dados de 

mortalidade. Apenas o aumento de sobrevivência ao longo de gerações, não pode ser 

considerado o único critério seletivo para associação de marcadores moleculares, visto que esta 

variável concede apenas duas respostas possíveis, limitando-se sua aplicação para estudos em 

genética e genômica. Observar as variáveis contínuas, como a evolução do patógeno e o tempo 

de resistência ao desafio, devem ser considerados para atribuir características genéticas a 

linhagem em estudo (MOSS; DOYLE; LIGHTNER, 2005; COCK et al., 2009).  

O SNP C892T observado no gene HSP70 tem sido associado com resistência a 

certas enfermidades virais de camarão. Em um experimento com vírus da síndrome de Taura 

(Taura Syndrome Virus, TSV) 21% dos animais resistentes apresentaram o alelo T;  em 

camarões  desafiados com o vírus  da síndrome da mancha branca (White Spot Syndrome Virus, 

WSSV) 23% dos animais resistentes apresentaram o genótipo TT (ZENG et al., 2008b, JUNIOR, 

2014). O SNP C892T apresentou associação alélica e genotípica significativa entre os grupos 

susceptíveis e resistentes ao IMNV em ambas as linhagens de L. vannamei testadas. L.C e L.R 

mostraram que 33% e 15% dos animais resistentes possuíam o genótipo CT, respectivamente. 

Em relação às frequências alélicas, a presença do alelo T em L.C e L.R foi de 22% e 11%, 

respectivamente. Os resultados aqui apresentados sustentam a hipótese de uma associação entre 

esse marcador com a resistência a doenças virais em camarões marinhos. Contudo, nenhum 

estudo relacionou os polimorfismos do gene HSP70 com a imunologia desde camarão, apesar 

da existência de associação da proteína HSP70 com a ativação de mecanismos de defesas 

antivirais do L. vannamei (HUA et al., 2014).  

Ao contrário do que poderia ser esperado, o alelo T do SNP C982T foi menos 

frequente na L.R quando comparado com a L.C. Porém a frequência do alelo T foi 
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significativamente mais elevada nos grupos resistentes de ambas linhagens. A análise da 

variabilidade genética revelou diferenças entre as duas linhagens. L.R apresentou uma menor 

variabilidade genética em relação a L.C. De acordo HUANG et al. (2012), a obtenção de 

linhagens resistentes a patógenos específicos passa, necessariamente, por uma seleção de 

indivíduos aparentados e que possa transmitir essa característica dentro dos programas de 

melhoramento. Desta forma o polimorfismo de determinadas regiões do genoma fica 

comprometido em populações já estabelecidas (BEAUMONT; BOUDRY; HOARE, 2010). 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Foi observada uma relação inversa entre os fenótipos de crescimento e resistência para 

as linhagens testadas, sendo L.C em geral significativamente mais susceptível à infecção 

experimental; 

 A evolução do vírus foi similar em ambas as linhagens com um pico de cópias virais 

observados 10 dias após infecção experimental; 

 A técnica de genotipagem do gene HSP70 por PCR em tempo real, desenvolvida para 

o L. vannamei, foi efetiva para a associação do marcador com a resistência ao IMNV; 

 A análise de locos de microssatélites revelou baixa variabilidade genética de L.R em 

relação a L.C; 

 O SNP C892T do gene HSP70 mostrou-se significativamente associado à 

resistência/susceptibilidade ao IMNV em ambas as linhagens de camarões testadas sob 

desafio experimental controlado; 
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ANEXO A – CONFIRMAÇÃO DO GENÓTIPO DO SNP C892T POR 

SEQUENCIAMENTO AUTOMÁTICO CAPILAR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Genótipos obtidos previamente pela técnica de genotipagem por qPCR. Os valores sobrescrito 

ao eletroferograma corresponde a um valor qualidade da base apresentada. 
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