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RESUMO

A producdo do camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei em 2010, foi
responsavel por 71,8% da producdo mundial de todas as espécies de criacdo de camardes
marinhos. No Brasil, foi estimada a producdo de 69.422,4 mil toneladas em 2010. Apenas
no Ceara, a producdo atingiu 35 mil toneladas. L. vannamei é uma espécie exdtica
originaria do Pacifico Nordeste e 0 acesso a recursos genéticos desta espécie sao
limitados. O presente trabalho teve como objetivo examinar e comparar a variabilidade
genética de duas linhagens comerciais do camardo L.vannamei, uma linhagem de
crescimento e outra de resisténcia ao IMNV, por meio de genotipagem de marcadores
moleculares do tipo microssatélites em conjuntos multiplex. Foram analisados 45 animais
de uma linhagem de crescimento (L.C) e 38 de resisténcia (L.R). Cada amostra foi
submetida a uma reacdo de cadeia da polimerase (PCR) em multiplex para os seguintes
conjuntos de locos de microssatélites: conjunto 1 (TUMXL8.256; TUMXLS8.32;
PVANO0013) e conjunto 2 (CNM-MG384; CNM-MG421; PVAN1003). Os produtos das
reacOes multiplex foram genotipados por meio de sequenciador automatico capilar.
Analises estatisticas incluiram o calculo de estimadores de diversidade genética e de
indices de fixacdo. Foi observado um elevado indice de endogamia (Fis) em ambas as
linhagens estudadas (L.C= 0,4482 e L.R=0,3777). O indice de diferenciacdo genética
entre as linhagens foi elevado (Fst= 0,1530). A linhagem de crescimento apresentou
niveis de heterozigosidade observada mais elevados (Ho= 0,2147) que a linhagem de
resisténcia (Ho= 0,0745). A andlise de grupos suscetiveis e resistentes ao desafio viral
revelou diferencas significativas nas frequéncias alélicas de trés locos, CNM-MG384,
CNM-MG421 e TUMXLV8.256. Em conclusédo, a anélise de locos de microssatélites
revelou que as populacGes estudadas acumularam diferencas genéticas significativas
entre si além de apresentarem sinais de endocruzamento e variabilidade genética
reduzida. Além disso foram detectadas diferencas genéticas entre 0s grupos suscetiveis e

resistentes.

Palavras chave: microssatélites, PCR Multiplex, variabilidade genética, camarao,
genotipagem, Litopenaeus vannamei.



ABSTRACT

The production of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei in 2010 accounted for
71.8% of the world's production of all shrimp farming species. In Brazil, a production of
69,422.4 thousand tonnes was estimated in 2010, among which Ceara contributed with
35 thousand tonnes. L. vannamei is an exotic species originating in the northeastern
Pacific and access to genetic resources of this species are limited. The objective of the
present work was to examine and compare the genetic variability of two commercial
populations of shrimp L. vannamei, one selected for growth and the other for resistance
to IMNV, through genotyping of microsatellite markers in multiplex sets. Analysis of 45
animals from a growth line (L.C) and 38 from a resistance line (L.R) was conducted. Each
sample was submitted to a multiplex polymerase chain reaction (PCR) for the following
sets of microsatellite loci: set 1 (TUMXL8.256; TUMXL8.32; PVAN0013) and set 2
(CNM-MG384; CNM-MG421; PVAN1003). The products of multiplex reactions were
genotyped on a capillary automated sequencer. Statistical analysis included genetic
diversity and fixation indices calculations. A high inbreeding index (Fis) was observed in
both populations studied (L.C = 0.4482 and L.R = 0.3777). The genetic differentiation
index among strains was high (Fst = 0.1530). Population L.C showed higher observed
heterozygosity levels (Ho = 0.2147) than population L.R (Ho = 0.0745). The analysis also
revealed significant differences in the allele frequencies of three loci, CNM-MG384,
CNM-MG421 and TUMXLV8.256, when comparing resistant and susceptible groups of
animals, within each population. In conclusion, an analysis of microsatellite loci revealed
that as populations studied, they accumulated significant genetics in addition to showing
signs of inbreeding and reduced genetic variability. In addition to that genetic differences

were detected between susceptible and resistant animals.

Key words: microsatellite, multiplex PCR, genetic variability, shrimp, genotyping,
Litopenaeus vannamei.
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1. INTRODUCAO

A producdo do camardo branco do pacifico Litopenaeus vannamei foi
responsavel por 71,8% da producdo total de camardes marinhos do mundo em 2010
(FAO, 2012). No Brasil sua producéo foi estimada em cerca de 69.422,4 mil toneladas
em 2010, no qual, apenas no estado do Ceara a producao atingiu 35 mil toneladas (MAPA,
2012). A carcinicultura cada vez mais vem ganhando espaco na economia mundial, no
entanto os carcinicultores ainda se deparam com inumeras dificuldades, sejam elas de
cunho burocratico ou bioldgico. Em ambientes de cultivo, as doengas virais sdo as
principais fontes de prejuizos aos carcinicultores, onde a alta produtividade dos
organismos, aliados a altas taxas de estocagem, propiciam a manifestacdo de patdgenos.

Medidas regulatorias em relacdo a limitacdo na importacdo de novos
reprodutores de L. vannamei, espécie exdtica para o Brasil, contribuiram para reduzir o
aporte de germoplasma, o que resulta potencialmente no aumento de endocruzamentos e
na diminuigdo nos niveis de diversidade genética dos estoques (FREITAS e GALETTI-
JUNIOR, 2002). Apesar disso, programas de melhoramento genético da espécie foram
conduzidos com sucesso e ja sdo disponiveis no mercado nacional pos-larvas melhoradas
para crescimento e resisténcia a patogenos especificos, em especial ao virus da
Mionecrose Infecciosa (IMNV). Dentre as principais doencas de origem viral, o virus da
mionecrose infecciosa (IMNV) tem sido alvo de estudos para deteccdo molecular devido

as elevadas perdas nos cultivos de L. vannamei nas Américas (LIGHTNER, 2011).

De maneira geral, os programas de melhoramento genético consistem em
alterar a média fenotipica de uma caracteristica especifica, demonstrado pela elevacao
dos indices zootécnicos (FALCONER, 1987). Contudo, a amplitude destas alteragdes
fenotipicas esta invariavelmente atrelada aos niveis de diversidade genética. Hoje em dia
0 acompanhamento da variabilidade genética em sistemas de aquicultura pode ser
realizado diretamente através do uso de marcadores moleculares, 0s quais se mostram
uteis no monitoramento da variabilidade genética das populagdes, na identificacdo de
locos ligados a tracos de interesse e no estabelecimento de programas de melhoramento,
baseados na Selec¢do Assistida por Marcadores (MAS) (BENZIE 2000; BRAVINGTON
e WARD, 2004; CHISTIAKOQV et al., 2006). A MAS procura usar ferramentas de
analises de populagdes e dentro deste grupo os marcadores microssatélites se destacam

pela sua abundancia e polimorfia no genoma (CHISTIAKOV et al., 2006; LIU;
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CORDES,2004). Para tornar o processo de genotipagem eficiente, reacbes de PCR em

multiplex permitem um aumento da robustez e definicdo de alelos mediante a anélise de
variabilidade genética em populagdes, promovendo a amplificacdo de dois ou mais locos

microssatélites em uma unica reacdo (HENEGARIU et al.,1997)

11 REVISAO BIBLIOGRAFICA

> Situagéo da carcinicultura no Brasil e no mundo

O cenério da aquicultura atualmente € promissor. Nos ultimos anos houve
um aumento significativo da producdo de pescado em ambientes de cultivo continental,
de cerca de 34,3 milhdes de toneladas em 2009, para 47,1 em 2014 (FAO, 2016),
enguanto que a producdo por capturas do ambiente natural permaneceu quase constante
desde 2009. Do total de pescado produzido, capturas e aquicultura, observou-se um
crescente aumento de seu uso para consumo humano, de 18,1 kg de consumo per capita
em 2009 para 20,1 kg em 2014, indicando a demanda por proteina animal marinha (FAQO,
2016). A producdo do camardo marinho Litopenaeus vannamei ou camarao branco do
pacifico, representa cerca de 76% da producdo de camardes peneideos do mundo, cerca
de 3,5 milhGes de toneladas (FAO 2014; 2016).

O Brasil, tem um enorme potencial de producdo aquicola devido ao fato
de possuirmos cerca de 1.000.000 de hectares de areas que podem ser utilizadas para a
carcinicultura, bem como um posicionamento geogréafico estratégico para tal, no qual
temos os estados do Nordeste como os principais produtores do pais (ABCC, 2016;
MAPA, 2012). O historico de producéo de camardo marinho no Brasil mostra que o setor
ainda estd em expanséo desde a introducgéo da espécie Litopenaeus vannamei. Entre 1997
e 2007 L. vannamei tornou-se a principal espécie a ser cultivada no mundo, com 70,11%
de representatividade na producdo, desbancando a espécie Penaeus monodon, a principal
até entdo (ROCHA; ROCHA, 2009). Em paralelo, a carcinicultura marinha brasileira
cresceu numa média de 72,3% durante 0 mesmo periodo, 1997 (3.600 t) e 2003 (90.190
t), ocupando a lideranca mundial de produtividade nesse ano (6.083 kg/ha/ano) (ABCC,
2016).



Entretanto, o Brasil tem enfrentado desafios importantes na tentativa de
manter a produtividade do camardo marinho, como o surgimento de doengas como o
IMNV e 0 WSSV, associados as enchentes dos anos de 2004, 2008 e 2009. No ano de
2004 a producdo brasileira sofreu uma queda consideravel na producao, de 90.180 t em
2003, para 76.000 t em 2004 (ROCHA, 2007). Além disso, com empecilhos fiscais na
obtencdo de licencas ambientais para instalacbes de fazendas, associado a falta de
investimento no setor, a producdo de camarao no Brasil ndo conseguiu manter-se no topo
da producdo mundial (ABCC, 2016).

Segundo (FAO 2016), o Brasil ocupou a 14° posic¢ao na producéo total em
aquicultura em 2014 (562,5 mil toneladas), no qual 65,1 mil toneladas representam a
producdo de crustaceos, liderados pela producdo do camardo marinho Litopenaeus
vannamei produzido principalmente na regido nordeste, responsavel por mais da metade
da producdo total, e onde s6 o estado do Ceard produziu cerca de 35 mil toneladas
(MAPA, 2012).

> Impacto do IMNV sobre o cultivo de camaréo

Dentre a inimeras dificuldades que o setor luta para enfrentar, as doencas
virais tém se mostrado como uma das principais problematicas a serem enfrentadas e as
gue mais causam prejuizos aos produtores (LIGHTNER, 2011). O Brasil possui quatro
das cinco doencas virais de notificacdo obrigatéria pelo Escritorio Internacional de
Epizootias - OIE (WSSV, IMNV, NHP-B e IHHNV-1) (ABCC, 2016). Estas, sdo
apontadas como as mais preocupantes, por apresentarem alto grau de mortalidade,
afetando a produtividade (ABCC, 2016).

No Brasil, o Virus da mionecrose infecciosa (IMNV), foi uma das doencas
que mais causaram impactos na producdo, em especial na regido Nordeste, onde foi
primeiramente identificada no estado do Piaui, em setembro de 2002. Apds seu primeiro
relato, os sintomas da doenca foram observados nos municipios do litoral oeste do Cear,
e posteriormente foi disseminando ao litoral leste. Pouco tempo depois, migrando sentido
leste, os sintomas foram relatados em fazendas nos Estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco. A sintomatologia consiste na perda de transparéncia do musculo

abdominal paralela a uma mortalidade diaria de individuos a partir de 7g. Os individuos
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infectados apresentam necrose nos musculos do abddmen e do cefalotorax,
macroscopicamente é possivel observar a evolucéo da doenca pelas mudancas de cor nas
regides afetadas, os primeiros estagios apresentam coloracdo opaca e aspecto leitoso,
conforme a doenca alcanca estagios mais avancados as regides afetadas atingem tons
alaranjados (NUNES; MARTINS; GESTEIRA 2004) . Essas caracteristicas, seguidos de
inimeros estudos sobre o virus, concluiram que este teve origem no Brasil, e 0s danos
causados nos primeiros anos de surto, o colocaram na lista de doencas de notificacao

obrigatdria Escritorio Internacional de Epizootias - OIE no ano de 2008.

> Definicdo de PCR e sua utilizacdo no diagnostico molecular

O termo PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction, é uma técnica em
biologia molecular amplamente utilizada nos estudos e analises de acidos nucléicos
(MOLINA et al, 2004). Esta técnica foi desenvolvida e patenteada por Kary Banks Mullis
em 1983, que lhe rendeu o prémio Nobel da quimica em 1993, a técnica baseia-se na
replicacdo de fragmentos de DNA por sintese pela enzima DNA polymerase (COSTA,
2009).

A técnica de PCR consiste na amplificacdo exponencial de copias de DNA
a partir de uma fita molde, in vitro. Para tal, etapas de termociclagem (variacdes de
temperatura) sdo necessarias para que ocorra a reacdao, que depende de reagentes
especificos, quatro nucleotideos (ANTP’s) do DNA, sequéncias iniciadoras (primers) e
uma DNA polimerase termoestavel. A reacdo envolve trés passos que se repetem de 30 a
35 vezes (ciclos): 1) Desnaturagéo da fita molde de DNA por meio da quebra das pontes
de hidrogénio - etapa com duragéo entre 30 s a 1 min a temperatura entre 92 °C a 96 °C;
2) Anelamento do par de oligonucleotideos (primers), que agem como os iniciadores da
reacdo de polimerizacgéo, estes ligam-se numa regido complementar do DNA na fita
molde que seré replicada. Etapa com duragdo de 30 s a 1 min a temperatura entre 58 °C e
65 °C; 3) Amplificacdo ou extensdo por meio da enzima Tag DNA polimerase, das novas
fitas de DNA formadas pelos iniciadores, adicionando os quatro dNTP’s nas bases
complementares na reacdo de polimerizacdo. Etapa com duracgdo entre 45se 1 mina 72
°C (COSTA, 2009).

Com o advento da técnica de PCR, foi possivel de forma rapida e precisa

ter conhecimento do contetdo genético dos seres vivos, avancando nos conhecimentos
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em genética molecular, obter sequenciamento de genomas, identificando patologias e
auxiliando nas analises clinicas. Estudos de genética molecular tem ganhado espacos na
area de anatomia patoldgica, sendo uma ferramenta auxiliar as analises morfoldgicas
(MOLINA; TOBO, 2004).

A partir do desenvolvimento da técnica de PCR, outras técnicas oriundas
de modificacGes da técnica original puderem surgir, dentre as principais podemos citar o
RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR, PCR a partir de primers randémicos e PCR em
tempo real (MOLINA; TOBO, 2004).

A utilizacdo do diagndstico molecular via PCR e PCR em tempo real tem
se mostrado eficaz na obtencdo de dados mais precisos nos estudos epidemioldgicos em
relacdo a métodos como microscopia, garantindo maior precisdo e minimizando chances
de contaminacédo das amostras (COSTA et al, 2008). O uso de PCR seguido de RT-PCR
também se mostrou como uma ferramenta eficiente na deteccéo de doencas virais como
a infecgdo pelo virus da cinomose canina (CDV), corroborando com quadros clinicos e
histoldgicos, bem como foi capaz de identificar a presenca do virus sem a manifestacéo
histoldgica, demonstrando ser um método eficiente e de diagnostico rapido da doenca
(GEBARA, 2004)

A andlise de evolucdo da carga viral em linhagens de camardo de cultivo
gera informacBes importantes para selecdo de linhagens resistentes e suscetiveis a
determinados patégenos (MOSS et al., 2005), métodos como PCR em tempo real
demonstraram eficacia no acompanhamento da evolucdo da carga viral bem como na
distingdo de linhagens resistentes e suscetiveis, do camardo Litopenaeus vannamei, ao
virus da mionecrose infecciosa (IMNV) (NOGUEIRA, 2016). Neste mesmo trabalho
também foi realizado analise de variabilidade genética utilizando a técnica de PCR
multiplex — uma reacdo de amplificacdo desenhada para detectar multiplas sequéncias-
alvo numa mesma reagdo (MOLINA; TOBO, 2004) — com marcadores moleculares

microssatélites.
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Definicdo de microssatélites e sua utilizagcdo em aquicultura

Marcadores moleculares microssatélites, ou short tandem repeats (STRS),
sdo sequéncias gendmicas que se repetem em tandem e estdo presentes em todos genomas
de eucariotos. Como caracteristicas, podem alcancar uma variacéo de 1 a 6 pares de bases,
possuem carater hereditario codominante e apresentam alto grau de polimorfismo
(CHISTIAKOV et al, 2006). Apresentam um tamanho relativamente pequeno e sao de
facil amplificacdo por meio de PCR. Essas caracteristicas o tornam uma excelente
ferramenta molecular em inimeras areas, tanto em estudos nos setores da biologia, como
analises forenses e epidemioldgicas, quanto em setores comerciais, como em ciéncias
agrarias e aquicultura. No setor da aquicultura, esses marcadores vém sendo amplamente
utilizados pelo fato de serem Uteis no mapeamento de caracteristicas quantitativas (QTL),
na construcdo de mapas de ligacao, selecéo assistida e, principalmente, na caracterizacéo
do material genético e selecdo de reprodutores (CHISTIAKOV et al., 2006;
O’CONNELL et al, 1997).

Para a espécie de camardo marinho Litopenaeus vannamei, muitos estudos
obtiveram sucesso na utilizacdo de marcadores moleculares microssatélites no ambito de
monitorar a variabilidade genética de estoques selvagens e cultivados (MEEHAN et al.,
2003; PEREZ et al., 2005; VALLES-JIMENEZ et al., 2005; MAGGIONI et al., 2013;
MONTALDO et al., 2013). Para a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), espécie de
peixe importante na aquicultura nacional, um estudo recente de caracterizacdo genética
foi desenvolvido utilizando marcadores microssatélites, a qual mostrou-se eficiente para
determinar indices de variabilidade genética em linhagens de cultivo (FORTE, 2015).

Estes trabalhos tém evidenciado o papel fundamental do uso de
marcadores moleculares microssatélites no desenvolvimento do setor da aquicultura,
sendo uma importante ferramenta para selecionar ou identificar linhagens com
caracteristicas de interesse, tanto para resisténcia a patdgenos, quanto para selecdo de
reprodutores (CHISTIAKOV et al., 2006; GJEDREM & BARANSKI, 2009;
NOGUEIRA, 2016).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Realizar a genotipagem de representantes de duas linhagens comerciais de L. vannamel,
resultantes do melhoramento genético para o crescimento e para a resisténcia ao IMNV,
expostas experimentalmente ao virus da mionecrose infecciosa (IMNV).

2.2 Objetivos Especificos

O presente estudo teve como objetivos especificos:

e Utilizar os conjuntos de genotipagem desenvolvidos pelo Laboratério de Biologia
Molecular do CEDECAM/LABOMAR para genotipar as linhagens em estudo.

e Obter genotipos de boa qualidade para pelo menos 6 (seis) locos de microssatélites
para ambas as linhagens.

e Obter estimativas de variabilidade genética a partir dos genoétipos produzidos para
ambas as linhagens.

e Avaliar a relacéo entre variabilidade genética, crescimento e resisténcia ao IMNV.

e Analisar relacdo entre frequéncia alélica e resisténcia ao IMNV.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo das amostras

As amostras foram obtidas a partir de um trabalho de mestrado
desenvolvido por Nogueira, (2016) no Centro de Estudos de Organismos Aquaticos
CEDECAM, sua aquisicéo foi feita a partir de duas empresas comerciais especializadas
/na producdo de pds-larvas selecionadas para o crescimento (L.C) e outra empresa
especializada na producéo de pds-larvas selecionadas para a resisténcia (L.R).

Os camardes passaram por um experimento de desafio, no qual foram
submetidos a cargas elevadas do indculo com IMNV. Para tal, 180 camardes de cada
linhagem foram divididos em dois grupos (108 camardes/grupo de infeccdo e 72
camar@es/ grupo controle), a carga viral inicial IMNV de cada camardo foi obtida por

meio de RT-qPCR. Ambos os grupos de infectados (L.R e L.C) foram tratados nas
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seguintes condicOes: inje¢do intramuscular de 150 pl de inoculo viral contendo
aproximadamente 9,98x10° cdpias do IMNV. Os grupos controle foram tratados nas
seguintes condicdes: injegdo intramuscular de 150 ul de solugdo salina (NaCl 330 mM,
Tris 10 mM, pH 7,4). Apo6s os 30 dias de experimento, foi possivel categorizar grupos de
camardes suscetiveis e resistentes de cada linhagem trabalhada a partir dos dados de

sobrevivéncia dos mesmos.

3.2 Extracdo de DNA

O DNA do tecido muscular foi extraido utilizando o protocolo de extracao
PCI-Proteinase-K, descrito por (SAMBROOK et al. 1989). Foi macerado cerca de 100
mg de musculo e posteriormente lavado com solucdo de Tris-HCL (10 mM, pH 7) e
colocado em microtubos de 1,5 ml adicionado de 500 pl de tampao de extragao (Tris-HCI
100 mM, SDS 1%). Posteriormente foi adicionado 30 pl de proteinase-K (10mg/ml), a
qual foi misturada por de inversdo. Em seguida as amostras foram incubadas a 55°C
overnight até a completa digestdo do tecido. Foi entdo adicionado 500 pl de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) (Invitrogen®), que foi misturado por
inversdo durante 5 min. A separacéo das fases foi feita apds a centrifugacdo das amostras
a 10.000 G por 5 min. A seguir, 450 ul da fase aquosa superior formada (sobrenadante)
foram aliquotadas e transferidas para outro microtubo, com atengéo para nao perturbar a
interfase. A segunda purificagdo foi feita adicionando 500 pl de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) e novamente misturado por inversdo durante 5 min. Outra centrifugacao
foi feita nas mesmas condigdes, 10.000 G por 5 min apos a qual, 450 ul da fase aquosa
superior foram transferidos para outro microtubo de 1,5 ml. Para precipitacdo do DNA,
foram adicionados 1,0 ml de etanol absoluto (Merck®) e 50 ul de acetato de sodio as
amostras, e em seguida foram incubadas a -20°C/30 min. Feito isso, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 G por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente por inversdo. As amostras passaram por uma lavagem com 500 pl de
etanol 70%, invertendo-se algumas vezes para posteriormente serem centrifugadas a
10.000 G por 5 min. O etanol foi cuidadosamente descartado e os microtubos invertidos
para maximizar a secagem em temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10 minutos. O DNA
foi ressuspendido em 50 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM) e tratado com 2 pl de
RNase (10 mg/ml). A integridade do DNA total extraido foi avaliada por corrida
eletroforética em gel de agarose a 1%, preparado com 150 ml de TAE (1x) (0,04 M Tris
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Base, 0,04 M Ac acético e 0,001 M EDTA) contendo GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium®).

3.3 Variabilidade genética por marcadores moleculares microssatélites

A avaliacdo de variabilidade genética foi feita a partir dos conjuntos
multiplex desenvolvidos por Forte (2014). O conjunto € composto por trés conjuntos com
trés locos cada. Foram utilizados seis locos (tabela 1) para as analises de variabilidade
genética entre as linhagens de crescimento (L.C) e a linhagem de resisténcia ao IMNV
(L.R). Os marcadores microssatélites de cada conjunto foram marcados individualmente

com um fluordéforo cada, VIC (verde), FAM (azul) e NED (amarelo).

As reagdes de PCR multiplex foram realizadas em um volume final de 10
pL, contendo Qiagen Multiplex PCR Master Mix (2X), 0,3 uM do primer mix (2,94 uM
de primer foward, 3 uM de primer reverse ¢ 0,06 uM da cauda fluorescente) ¢ 200 ng de
DNA gendémico. O protocolo de termociclagem foi o seguinte: desnaturacdo a 94°C/4
minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C/30 s, 56°C/45 s e 72°C/60 s, 8 ciclos de 53°C/45
se 72°C/45 s, e uma extensao final a 72°C/30 s. Os produtos obtidos primeiramente foram
avaliados por meio de gel de eletroforese, onde a integridade dos produtos foram
verificados, em seguida foram lidos em sequenciador automatico capilar ABI3500
(Applied Biosystems, CA, USA) com o marcador de peso molecular GS-600 LIZ®, onde
foram obtidos gendtipos para ambas as linhagens utilizando o software GeneMapper
Verséo 4.0.
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Tabela 1. Conjuntos de marcadores moleculares microssatélites, cada conjunto representa
uma reacao de PCR-multiplex, onde cada loco foi marcado com um fluoréfo adicionado

na cauda M13.

Microssatélites Sequéncia (5° — 3°) Amplicon Tipo de
(ID) (pb) repeticdo
TUMXL *GGACTCACACTTCTGGTTC 184 (AAT)4..
V8.256 GGCTGCACCTTGTAAGTC
Conjunto  TUMXL *TTACCGCCTAAGAGCGAATG 238 (CA)s...
PCR1 V832 TGTCCTTTCGTACCAGTCAAG (TA)
PVANOO *TGCTCTGGTAACGACAAACG 302 (TA)s...
13 AGACCTGTGGCGAAGTGC (AT)4
CNM- *TTTCTGCCACGGAGTT 162 (AAT)s
MG421 CTGTTGCCCAAATAGC
Conjunto
PCR 2 PVAN10 *ATATTTCATGCGTTCCGAGG 167 (GT)s ...
03 GACTATCTCACGCGCCTCTC (AT)2(GT)s
CNM- *ATCGGGAATACAATCG 245 (AAACA)s
MG384 AACCCTAACAAACAATAAG

*Cauda M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT)
Fonte: Elaborado pelo autor.

34 Andlises de dados

Os valores estimados para heterozigosidade observada (H.) e esperada
(H.), indices de F de Wright (COCKERHAM & WEIR, 1993) e as analises de equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) foram obtidos através da plataforma online GENEPOP,
versdo 4.2 (RAYMOND E ROUSSET, 1995) O indice de diversidade alélica (Fs) foi
obtido pelo programa FSTAT (GOUDET, 2002). A determinacdo de alelos nulos foi
obtida pelo software Micro-Checker 2.2.3.

3.5 Relacéo de resisténcia com marcadores microssatélites

Cada linhagem foi dividida em grupos de resistentes e suscetiveis de
acordo com a taxa de mortalidade dos individuos durante o experimento, nestes foram

feitas anélises de frequéncia alélica e submetidos ao teste ANOVA e ao teste Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1 Anélise de Variabilidade genética

Os produtos de PCR multiplex de ambos os conjuntos, conjunto 1
(TUMXL8.256; TUMXL8.32; PVANO0013) e conjunto 2 (CNM-MG384; CNM-MG421;
PVAN1003), foram verificados previamente em gel de agarose e apresentaram boa

qualidade de bandas.

Os resultados foram consistentes, visto que os alelos de cada marcador
foram claramente identificados pelo software e revisado por andlises visuais para cada
amostra. Os resultados de todas as analises feitas a partir do programa GENEPOP 4.2
podem ser observados na Tabela 2 e os valores de heterozigosidade observada (Ho) e 0
indice de endogamia (Fis) estdo destacados na Figura 1. As frequéncias alélicas de cada

loco em suas populacdes sdo apresentadas nos gréficos de frequéncia alélica da Figura 2.

Tabela 2 — Variabilidade genética das duas populacdes de L. vannamei para os seis locos
de microssatélites estudados.

Locos
Populagio PVAN00OLI CNM- CNM- TUMXLV TUMXLV PVAN  Média
3 MG38 MG42  8.256 8.32 1003
4 1
L.C (n=45)
Na 4 12 4 5 6 3 5,6666
Ho 02444 02666 0,3111  0,1555 0,1555  0,1555  0,2147
He 05154 05220 0,3740  0,4560 04735  0,1848  0,4209
Fis 05293 04934 0,1700  0,6621 06746  0,1600  0,4482
Pualor 0,0000  0,0000 0,0002  0,0000 0,0000  0,0300
L.R (n=38)
Na 1 5 5 2 1 2 2,6666
Ho 0 0,0263 0,1315  0,0526 0 0,2368  0,0745
He 0 0,3309 055037  0,0519 0 0,2858  0,1953
Fis - 0,6098 0,7415  -0,0137 - 01735  0,3777
Puaior - 0,0000 0,0000  1,0000 - 0,2927
Fe 0,4190 - 0,0050  0,1960 02860  0,0410  0,1530

0,0090

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 1 - Frequéncias de heterozigosidade observada (Ho) e indice de endogamia (Fis) de ambas
as linhagens estudadas.

Variabilidade Genética
0s | OLC
0,6
(9 L.R
04
0,2
I:I T 1

Heterozigosidade indice de
observada (H:) endogamia (Fz)

Fonte: dados da pesquisa.

As frequéncias de alelos nulos foram obtidas a partir do Software Micro-
Checker 2.2.3. Quatro dos seis locos estudados apresentaram alelos nulos, PVANO0013,
CNM-MG384, TUMXLV8.256 e TUMXLV8.32 com frequéncia de alelos nulos 0,2361;
0,2418; 0,2797; 0,3045 respectivamente.
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Figura 2 - Frequéncia alélica dos 6 locos microssatélites analisados: A) CNM-MG384; B)

PVANO0013; C) CNM-MG421; D) TUMXLV8.256; E) TUMX LV8.32 e F) PVAN1003. L.R e
L.C representam a linhagem de resisténcia e linhagem de crescimento respectivamente.
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Com base nos valores de (Fs), pdde-se observar um elevado indice de
endogamia tanto para a linhagem de crescimento (L.C= 0,4482) quanto para a linhagem
de resisténcia (L.R=0,3777), os resultados foram suportados pelas analises do indice de
endogamia de todos os locos, onde todos com exce¢do do loco TUMXLV8.256
apresentaram indice elevado. O indice de diferenciacéo ou diversidade genética entre as
duas linhagens de estudo foi significativo (F<= 0,1530), apenas o loco CNM-MG384

apresentou baixo indice de diferenciagdo genetica.

Durante as analises de variabilidade genética os locos TUMXLV8.32 e
PVANO0013 mostraram-se monomdrficos (apenas um alelo) para a linhagem de
resisténcia, impossibilitando as analises de heterozigosidade e equilibrio de Hardy-
Weinberg para esses marcadores. Seguindo esta tendéncia a heterozigosidade na
linhagem de resisténcia (Ho=0,0745) foi muito menor que aquela observada na linhagem
de crescimento (Ho= 0,2147).

4.2 Andlise de relacéo entre os locos microssatélites e a resisténcia

Com auxilio do Software PAST 2.17c foram feitos os testes estatisticos
ANOVA e Tukey, a frequéncia do alelo 253 para 0 loco CNM-MG384 apresentou relagédo
com a resisténcia ao IMNV. Outros valores estatisticamente significativos foram
observados para o alelo 157, grupo dos resistentes para o loco CNM-MG421, e para 0

alelo 169, grupo dos suscetiveis, para o loco TUMXLV8.256 (Figura 3.)
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Figura 3 - Frequéncia alélica dos seis locos de microssatélites nos grupos de resistentes e
suscetiveis de cada linhagem: A) CNM-MG384; B) PVANO0013; C) CNM-MG421; D)
TUMXLV8.256; E) TUMX LV8.32 e F) PVAN1003. L.R Sus, L.R res, L.C Sus e L.C res
representam a linha linhagem de resisténcia suscetivel, linhagem de resisténcia resistente,
linhagem de crescimento suscetivel e linhagem de crescimento resistente, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Os painéis multiplex de microssatélites desenvolvidos por Forte (2014)
foram eficientes para o processo de genotipagem de ambas linhagens. No entanto, alguns
marcadores apresentarem alguns problemas na definicdo de alelos, necessitando de um
maior nimero de marcadores a serem analisados. Por exemplo, para o loco CNM-
MG384, um penta nucleotideo, foi observado uma caracteristica divergente da
anteriormente observada na descri¢do do loco (PEREZ et.al., 2005), onde foi encontrado
em algumas amostras do marcador CNM-MG384 uma variacdo de tetranucleotideo.
Neste trabalho as repeticdes do loco mostraram-se muito mais varidveis do que
previamente registrado.

As linhagens de bom desempenho para o crescimento tendem a apresentar
alto nivel de homozigose, pois visam a homogeneidade de tamanho e a alta taxa de
crescimento (BENZIE, 2009). Por este motivo linhagens deste tipo seriam mais
susceptiveis a doencas infeciosas. Por outro lado, linhagens de camardo marinho
selecionadas para a resisténcia a enfermidades, em geral, apresentam taxas menores de
crescimento e distribuicdo de tamanhos mais ampla por classe de idade. No presente
estudo foi observado que a linhagem selecionada para crescimento (L.C) mostra
heterozigosidade maior e, a0 mesmo tempo maior indice de endogamia que a populacéao
selecionada para resisténcia (L.R) o que se afasta o esperado, em relacéo a variabilidade.

A intensa pressao de selecdo para resisténcia ao IMNV, e seu histérico de
manejo, parecem estar ao mesmo tempo reduzindo a variabilidade de L.R e reduzindo seu
indice de endogamia. Esta situacdo pode ser obtida com um forte efeito gargalo na
fundacdo destas populacgdes, seguido de um manejo voltado para a manutencdo da
variabilidade genética da linhagem (MAGGIONI et al.,2013). Este cenario parece estar
de acordo com as limitadas informacfes de historico levantadas para esta linhagem
comercial. A estratégia de melhoramento utilizada pelo empreendimento de onde se
originaram os camardes utilizados no experimento envolve a exposi¢cdo de numerosas
familias a doses altas de IMNV. Os sobreviventes de cada geracdo em cada familia séo
utilizados para gerar as familias seguintes assim como os reprodutores para producgéo de
pos-larvas. No entanto todas as familias mantidas hoje em dia sdo descendentes de uma
unica linhagem resistente estabelecida ha mais de 10 anos, segundo informacfes do

empreendimento.
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Por outro lado, a linhagem selecionada para o crescimento (L.C) apresenta
variabilidade genética maior em relagdo a L.R, conforme estimada pela heterozigosidade
observada, mas um indice de endogamia muito superior. Novamente esta situacdo é
coerente com a estratégia de manejo utilizada pelo laboratério comercial em questdo.
Neste caso as informac6es levantadas indicam que as pos-larvas sdo geradas a partir do
cruzamento de linhagens homozigoticas independentemente selecionadas para
crescimento. Esta estratégia permite explicar a grande disparidade entre a
heterozigosidade observada e esperada, e também o alto indice de endocruzamento
observado.

Finalmente as diferencas entre as frequéncias alélicas de L.C e L.R s&o
claras e certamente representam o acUmulo de diferencas entre duas populacBes
comerciais gerenciadas independentemente. Estas diferencas se refletem no alto indice
de diferenciacdo genética observado. A reducdo da variabilidade genética e diferenciacédo
genética em linhagens de cultivo brasileiras jA foram observados anteriormente
(FREITAS & GALETTI JUNIOR, 2002; FRANCISCO & GALETTI JUNIOR, 2005;
MAGGIONI, 2013).

A partir das analises de heterozigosidade e endogamia foi possivel avaliar
a relacdo entre o maior indice de variabilidade genética ao crescimento, mas ndo foi
possivel correlacionar essa observacdo com a resisténcia ao IMNV para todos 0s
marcadores. No entanto, o alelo 253 do marcador CNM-MG2384 apresentou forte relacao
com resisténcia, visto que este loco foi observado apenas no grupo de resistente da
populacdo resistente. Além deste loco, outros dois apresentaram frequéncias
significativamente diferentes entres 0s grupos resistentes e suscetiveis. No entanto a
relacdo entre estes marcadores e a resisténcia ao IMNV ndo pbde ser estabelecida
inequivocamente neste experimento e requer um desenho experimental especifico,

envolvendo a selec@o de gendtipos e desafios virais especificos.
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6.

CONCLUSOES

Os conjuntos de genotipagem utilizados permitiram a efetiva genotipagem
das populacdes de L. vannamei estudadas

Foi obtida uma tabela de geno6tipos consistentes para seis marcadores

As estimativas de variabilidade genética, indicaram que ambas populacbes
apresentam variabilidade reduzida e sinais de endocruzamento.

Ao contrario do esperado, mostraram que a populacdo selecionada para
resisténcia (L.R) apresentou menor variabilidade genética estimada, mas
um menor indice de endocruzamento em relacdo aquela selecionada para
crescimento (L.C). No entanto, estes resultados parecem estar de acordo
com o histdrico de cada populacéo.

Ao todo, trés marcadores polimdrficos mostraram diferencas de
frequéncias /alélicas entre os grupos resistente e suscetivel ao desafio

viral, dentro das populagdes estudadas.
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