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PREFACIO

Esta tese é um estudo genético do camardo-da-amazonia (Macrobrachium
amazonicum) que inclui a prospecgdo de SNPs no gene constitutivo da Proteina do Choque
Térmico de 70 kDa (HSC70), a associacdao desses SNPs a caracteristicas de interesse zootécnico
e a estruturacao de populagdes naturais baseada nesses SNPs. Esses temas darao origem a trés

artigos cientificos.

Dois destes artigos tiveram como alvo uma populagdo experimental de M.
amazonicum, a qual é mantida no setor de carcinicultura do CAUNESP (Centro de Aquicultura
da UNESP), no municipio de Jaboticabal-SP. Em se tratando desta populacdo, o primeiro artigo
traz a descricdo de um fragmento HSC70 e a prospeccdo e validacdo de polimorfismos de base
Unica (SNP) neste mesmo gene (nota técnica publicada no periédico Conservation Genetics
Resources). O segundo artigo traz um experimento de desempenho de camardo-da-amazonia,
no qual, medidas de interesse zootécnico foram testadas quanto a sua associacdo aos
polimorfismos identificados no gene da HSC70 (a ser submetido para o periddico Aquaculture).
Estas informacgdOes sdo de relevante importancia para a aquicultura ao passo que esta € uma
alternativa sustentavel para a reducdo dos impactos antrépicos nos estoques naturais da

espécie.

O terceiro artigo traz uma andlise da diversidade e estrutura genética de duas
populacdes naturais de M. amazonicum sob um ponto de vista local (dentro de uma escala
menor que 300 Km). Estas populagdes foram coletadas no estado do Pard, uma a jusante da
UHE de Tucurui, no rio Tocantins (municipio de Mocajuba-PA), e outra no rio Paracauari
(municipio de Soure-PA). O trabalho também aborda uma andlise comparativa com a
populacdo de cativeiro, a qual foi fundada a partir de juvenis provenientes do mesmo sistema
hidrogeografico (Furo das Marinhas, Pard) que as popula¢cbes naturais estudadas. Para este
trabalho também foi analisada a variagdo genética do gene da HSC70 (artigo a ser submetido
para o periédico Aquatic Conservation: Marine and Freshwater Ecosystems). Este tipo de
analise permite o conhecimento do status genético da espécie, o que permite a orientacdo de

medidas de manejo da conservacao e do manejo reprodutivo no cativeiro.
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Esta tese estd estruturada em Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discuss@o
e Conclusdes. A subdivisdo em artigos sera vista na secao Resultados e DiscussGo. Como a parte
que envolve toda a manipulacdo genético-molecular (extracdo de DNA, amplificacdo do gene
alvo, purificacdo dos produtos de PCR, sequenciamento, edicdo das sequéncias e prospeccao
dos SNPs) se repete nos artigos, decidiu-se adotar este modelo no intuito de tornar a leitura
desta tese mais agradavel, reduzindo a repeticio de descricio dos procedimentos
metodoldgicos. Desse modo, a por¢cao metodoldgica que diferencia os trabalhos se limita as
guestoes da amostragem e aos métodos utilizados nas analises estatisticas dos dados. Assim, as
subsecbes Coleta de material biologico e Andlises estatisticas serdo subdividas seguindo as

mesmas subdivisdes da secao Resultados e Discussdo:

i. Prospeccdo de SNPs no gene da HSC70 do camardo-da-amazoOnia (Macrobrachium

amazonicum);

ii. Associacdo de SNPs do gene HSC70 a caracteristicas de interesse zootécnico do camarao-da-

amazobnia (Macrobrachium amazonicum); e

iii. Diversidade e estruturacdo genética de populagbes de camardo-da-amazonia

(Macrobrachium amazonicum) baseada em SNPs no gene da HSC70.
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RESUMO

BLANCK, D. V. SNPs no gene da HSC70 e suas implica¢gGes na carcinicultura e conservagao dos
estoques de camardo-da-amazonia (Macrobrachium amazonicum). Sao Carlos: UFSCar, 2013.
122 f. Tese (doutorado em Ciéncias) — Programa de Pds-Graduacdo em Genética Evolutiva e
Biologia Molecular, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao Carlos, 2013.

O Macrobrachium amazonicum é uma espécie endémica da América da Sul que tem sido muito
explorada pela pesca artesanal principalmente nas regidoes norte e nordeste brasileira. A
superexploracdo da espécie tem levado a diminuicdo dos estoques naturais, afetando as
relacGes socioecondmicas de populagGes ribeirinhas e o status genético deste crustaceo. Nesse
contexto, a aquicultura surge como uma alternativa sustentavel para amenizar este impacto
nos estoques naturais. Uma visdo molecular das adaptacGes e modificacGes em resposta as
varidveis ambientais é importante para se entender a biologia, distribuicdo e capacidade que
este crustaceo possui para se adaptar a diferentes condicbes e regides geograficas, quer seja
em seu habitat natural ou em cativeiro. Um modo de resposta a essas situagoes é a adaptacdo
através de mudancas na composicdo genética de populacdes como resultado da selecdo.
Considerando estes aspectos, marcadores SNPs (Polimorfismos de Base Unica) localizados em
genes candidatos relacionados ao fitness surgem como ferramentas promissoras para detecgao
de selecdo e estruturacdo genética em populagdes naturais, bem como para verificar a sua
correlagdo com caracteristicas complexas de interesse na aquicultura. No presente trabalho
objetivou-se estudar SNPs no gene da HSC70 (forma constitutiva do gene da Proteina do
Choque Térmico de 70 kDa) em duas abordagens: (1) a prospeccdo e associacdo destes SNPs as
caracteristicas de crescimento em uma populac¢do cativa de M. amazonicum (CAUNESP); e (2) a
prospeccdo de SNPs, caracterizacdo da variabilidade e estruturacdo genética de duas
populacdes naturais de M. amazonicum (rios Tocantins e Paracauari, ambos no Pard). Para o
primeiro estudo, desenvolveu-se um experimento de desempenho zootécnico destes
camardes, submetidos a duas densidades de estocagem (condigdo normal e de intensificagdo).
No momento da despesca, mensuraram-se varidveis de crescimento (comprimentos total e
abdominal e pesos total, abdominal e do hepatopancreas) e determinou-se o sexo dos

individuos. Os efeitos dos SNPs sobre estas variaveis fenotipicas foram testados em modelo
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linear misto, conduzidos pelo Proc Mixed do programa SAS. Dentre 12 SNPs identificados nesta
populacdo, houve efeito de interesse para dois SNPs (C256T e T907C) e dois haplétipos (H7 e
H10), efeitos estes que compreendem varias caracteristicas de crescimento, incluindo
interacGes de densidade e classe populacional. Os efeitos mais importantes foram encontrados
na densidade normal de cultivo e nas fémeas. O fato de ndo terem sido detectados efeitos
significativos de SNPs na alta densidade de estocagem neste primeiro estudo exclui a
possibilidade de uso desta informacdo para a intensificacdo do cultivo do M. amazonicum. De
gualquer maneira, estes resultados consistem de informacdo relevante para aplicacdo no
desenvolvimento de linhagens com alto potencial de crescimento, através da Selecdo Assistida
por Marcadores. O efeito detectado nas fémeas pode ser indicio do envolvimento do gene da
HSC70 com o desenvolvimento reprodutivo da espécie. Na segunda abordagem feita, detectou-
se 13 SNPs na populagao do rio Tocantins e seis na populagdo do rio Paracauari. Todos os SNPs
apresentaram-se sem desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, porém em alguns pares de
locos SNPs foi detectado desequilibrio de ligagao. As duas populagdes apresentaram alta
diversidade haplotipica. A diversidade de haplétipos para a populagdo do rio Tocantins foi 0,712
e para a populagao do rio Paracauari foi 0,596, diferindo significativamente entre as populagdes
(P £ 0,05). A AMOVA indicou que toda a variabilidade estd presente dentro das populacgées,
fazendo com que estas duas populacdes ndo estejam diferenciadas geneticamente (Fst=-
0,00048). Aparentemente, baseando-se somente nas informacoes de diversidade e na auséncia
de estrutura genética, a acdo antrépica ndo tem causado efeitos drasticos no status genético
destas duas populacdes de M. amazonicum. Estes resultados provam que marcadores SNPs
localizados no gene da HSC70 sdo uteis no estabelecimento de estratégias de manejo em
programas de selecdo genética, bem como em programas de conservacao da espécie foco

deste estudo.

Palavras-chave: Crustaceos. Proteina do Estresse Térmico. Variabilidade.
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ABSTRACT

BLANCK, D. V. SNPs within the gene HSC70 and their implications for farming and
conservation of Amazon River Prawn (Macrobrachium amazonicum). Sio Carlos: UFSCar,
2013. 122 p. Thesis (Science doctorate) — Programa de Pds-Graduagdo em Genética Evolutiva e
Biologia Molecular, Universidade Federal de S3o Carlos, Sao Carlos, 2013.

Macrobrachium amazonicum is an endemic species in South America, which has been exploited
by artisanal fisheries in northern and northeastern Brazil. The overexploitation of this species
has led to the decline of its natural stocks. This scenario affects the riverine communities and
the genetic status of populations of this crustacean. In this context, the aquaculture emerges as
a sustainable alternative to soften this impact over the natural stocks. A molecular view of
adaptations and modifications in response to environmental variables is important for
understanding the biology, distribution and capacity of this crustacean to adapt to different
conditions and geographic regions, either in its natural habitat or in captivity. Considering these
aspects, SNPs markers within fitness-related candidate gene emerge as promising tools for
selection and detection of genetic structure in natural populations and to verify their
correlation with complex traits of interest in farming. In this study, the aim was to investigate
SNPs in the HSC70 (70-kilodalton Heat Shock Cognate) gene under two approaches: (1) the
prospection and association of SNPs to growth traits in a captive population of M. amazonicum
(CAUNESP); and (2) the SNPs prospection, characterization of the variability and genetic
structure of two wild stocks of M. amazonicum (Tocantins and Paracauari rivers, both in Para
state). To the firsty study, were carried out an experimental performance of these prawns,
undergone to two stocking densities (normal and intensification conditions). Growth traits
(total and abdominal length, and total abdominal and hepathopancreas weight) and sex were
determined during the harvesting. The SNPs effects on these phenotypic variables were tested
in a mixed model conducted by the Proc Mixed of the SAS program. Twelve SNPs were
identified. Among them, only two SNPs (C256T and T907C) and two haplotypes (H7 and H10)
presented effects of interest. These effects comprised several traits, including density and
population class interactions. The most important effects were found in the normal density of

the farming and on females. SNPs effects were not detected in high stocking density treatment.
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So, this fact excludes the possibility of using this information to the farming intensification of
M. amazonicum. However, these results consist of relevant information for the development of
high performing culture lines of M. amazonicum by Marker Assisted Selection. The SNPs effects
on females may indicate the involvement of the HSC70 gene in the reproductive development
of the species. In the second study, 13 SNPs were characterized in the Tocantins river
population and six SNPs in the Paracauari river population. No significant deviation from Hardy—
Weinberg equilibrium was found. However, linkage disequilibrium was detected among some
pairs of SNP loci. Both stocks showed high haplotype diversity. The haplotype diversity was
0.712 and 0.596 for the Tocantins and Paracauari river populations, respectively. These values
were significantly different between the populations (P < 0.05). AMOVA indicated that almost
all variability occurs within the populations and these stocks are not genetically differentiated
(Fst = -0,00048). Apparently, if based on the diversity and the absence of genetic structure
information, the anthropic action has not caused drastic effects on the genetic status of these
two populations of M. amazonicum. These results prove that SNP markers within HSC70 gene
are useful in establishing strategies for managing breeding programs as well as programs for

the conservation of the species focus of this study.

Keywords: Crustaceans. Heat Shock Protein. Genetic Variability.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteriza¢ao do Problema

A aquicultura é um dos sistemas de producdo de alimentos que mais cresce, tendo
apresentado uma producdo mundial de cerca de 60 milhdes de toneladas de organismos
aquaticos em 2010 (FAO, 2012). A alta demanda por organismos aquaticos como fonte de
proteina animal na alimentacdo humana tem aumentado em fun¢do do aumento da populagdo
mundial, do maior conhecimento acerca dos beneficios nutricionais destes organismos e
também devido a preocupacdes relativas a superexploracdo das reservas naturais.

Frente a este cendrio e o grande potencial aquifero continental do Brasil, a exploragcdo
comercial de camardes de dgua-doce, em especial a espécie Macrobrachium amazonicum
(conhecido popularmente como camardo-da-amazonia), vem recebendo grande destaque
econdmico, tornando-se uma alternativa sustentavel e vidvel para a manutengao da produgdo
de organismos aquaticos em niveis compativeis com o consumo e com a preservagao das
populacgdes naturais.

Entre as espécies nativas do género Macrobrachium que ocorrem no Brasil, o M.
amazonicum é a mais indicada para o cultivo devido ao seu rapido crescimento, facil
manutencdo em cativeiro, versatilidade ambiental e grande aceitacdo pelo mercado
consumidor. Segundo Lobdo e Rojas (1991), individuos dessa espécie, embora possuam um
crescimento menor que o de outras espécies do género, ndo apresentam a agressividade
caracteristica do M. acanthurus e M. carcinus. Além disso, no que diz respeito ao cultivo de
uma espécie de agua-doce nativa versus o cultivo de espécies exdticas, deve-se preferir o
cultivo da espécie nativa devido a sua importdancia na manutencdo da biodiversidade local.
Sendo assim, sdo evitados os problemas causados pela introducdo das espécies exdticas sobre
as populacdes locais, como ja tem ocorrido com o M. rosenbergii e o M. dacqueti (GAZOLA-
SILVA; MELO; VITULE, 2007; IKETANI et al., 2011).

Em fungdo deste grande potencial de exploragao, muitos esforgos tém sido realizados
com o intuito de aprimorar a tecnologia de producdo sustentavel do camardo-da-amazonia.

Para tanto, em 2000 foi iniciado um programa multi-institucional e multidisciplinar, sob a



lideranga do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista — CAUNESP (VALENTI,
comunicacao pessoal). Desde entdo, dentro deste programa, estdo sendo desenvolvidos
diversos trabalhos priorizando a reprodugdo, a larviculturura, a engorda e a alimentagao e
nutricdo do M. amazonicum (CAUNESP — Rede camardo-da-amazOnia). Tais estudos, no
entanto, ndo tém incluido analises genético-moleculares em suas abordagens, sendo estas
ainda incipientes e restritas a popula¢Ges naturais de M. amazonicum (GUERRA et al., 2010;
GUERRA, 2011; PEIXOTO, 2002; VERGAMINI; PILEGGI; MANTELATTO, 2011)

Nesse contexto, como a espécie ainda necessita de uma série de aportes cientifico e
tecnolégicos para coloca-la em um patamar de plena viabilidade zootécnica e econémica, o
presente trabalho surge a fim de investigar de que modo as variacdes em sequéncias de DNA
de populagGes naturais e cativas de camarao-da-amazonia que exibem fendtipos divergentes
auxiliariam a diferenciar os processos de adaptacdo. Informacdes desta natureza se tornam
cada vez mais cruciais para se identificar ferramentas capazes de direcionar medidas de manejo

da conservacdo genética e de programas de selecdo para aplicacdo na aquicultura.

1.2. Aspectos Gerais da Espécie Macrobrachium amazonicum

O M. amazonicum é um crustaceo decapode pertencente a Subordem Pleocyemata e
familia Palaemonidae. E caracterizado por possuir rostro longo e delgado, voltado para cima,
que ultrapassa distintamente a extremidade do escafocerito, com margem superior contendo
nove a doze dentes irregularmente distribuidos e margem inferior provida de oito a dez dentes.
Possui somente um dente atras da 6rbita (CERVIGON et al., 1992). A carapaca e o abdémen sdo
lisos e os espécimes quando vivos apresentam-se claros e translucidos. O telson termina em
uma extremidade aguda com dois pares de espinhos podstero-laterais e a segunda pata
(pereiépodo) no adulto é a mais forte (HOLTHUIS, 1952; MELO, 2003). Os individuos adultos de
M. amazonicum apresentam uma maior propor¢cdao do abdémen em relacdo ao cefalotdrax
(ROMERO, 1982), caracteristica morfolégica que confere vantagem produtiva (maior
aproveitamento da carcaca) frente a outras espécies do género como o M. rosenbergii. Alguns

detalhes das caracteristicas citadas podem ser verificados na Figura 1.



Figura 1 - Morfologia do camardo-da-amazo6nia, Macrobrachium amazonicum.

Fonte: Maciel e Valenti (2009).

Machos e fémeas de M. amazonicum apresentam complei¢do fisica semelhante até
atingirem a maturidade sexual, quando tém inicio os processos reprodutivos. A partir deste
momento, as fémeas destinam suas reservas energéticas a produgdo e a incubagdo dos ovos,
engquanto os machos direcionam o gasto energético ao crescimento somatico, fazendo com que
se tornem os maiores individuos da populagao (AMMAR et al., 2001). Além do menor tamanho
das fémeas (MACIEL; VALENTI, 2009) outras diferencas entre machos e fémeas adultos
(maduros sexualmente) sdo marcantes. O macho adulto apresenta o segundo par de
pereidpodos grandes, e carpo, propode e mero cobertos por espiculos curtos. Essas trés Ultimas
estruturas s3o ausentes na fémea (CERVIGON et al., 1992; MELO, 2003). Ainda, os machos
apresentam o segundo par de pledpodos com uma estrutura alongada (apéndice masculino)
que auxilia na cépula (CERVIGON et al., 1992). As fémeas possuem menos espinhos no segundo

par de pereiépodos (MACIEL; VALENTI, 2009).



Dentre os machos de M. amazonicum, existem ainda a variagdo em morfotipos.
Moraes-Riodades e Valenti (2004) confirmaram a existéncia de quatro diferentes morfotipos
machos em M. amazonicum mantidos em cativeiro: TC (Translucent Claw), CC (Cinnamon Claw),
GC1 (Green Claw 1) e GC2 (Green Claw 2). Os quelipodos de camardes TC apresentam-se
translicidos enquanto os de camardes CC geralmente sao cor de canela, ambos demonstrando
alguns espinhos. Camardes GC1 e GC2 apresentam quelipodos verdes com espinhos longos e
robustos (MORAES-RIODADES; VALENTI, 2004). Ainda, segundo estes autores, considerando as
diferentes caracteristicas morfolégicas como tamanho e crescimento, a sequéncia de
desenvolvimento parece ser TC -> CC -> GC1 -> GC2, em que a transformacdo de um morfotipo
para outro pode ocorrer através de um processo gradual ou de uma muda, além disso, a
passagem por todas as fases ndo é necessariamente obrigatéria. Da mesma forma, baseados
nas caracteristicas morfoldgicas, Silva et al. (2009) verificaram a mesma estrutura populacional

em espécimes de uma populacdo selvagem do Para.

Esta diferenciacdo morfotipica causa grande variabilidade no tamanho dos animais,
pois o crescimento desacelerado de parte da populagdo resulta em uma grande porcentagem
de animais com baixo peso (MORAES-RIODADES; VALENTI, 2004). Este aspecto é um problema
para a viabilidade do cultivo do M. amazonicum, a medida que os animais menores apresentam
menor valor no mercado consumidor.

O M. amazonicum é uma espécie endémica da América do Sul com ampla ocorréncia
(Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Brasil, Colombia, Venezuela, Peru, Equador, Bolivia,
Paraguai e Argentina). Sua distribuicdo se estende desde a bacia do Orinoco, passando pelas
bacias do rio Amazonas, do rio Tocantins-Araguaia, do rio S3o Francisco até a bacia do rio da
Prata (BIALETZKI et al., 1997; HOLTHUIS, 1952; MAGALHAES et al., 2005; MELO, 2003; ODINETZ-
COLLART; RABELO, 1996; PETTOVELLO, 1996; VALENCIA; CAMPOS, 2007). Como sua
distribuicdo se estende desde regides costeiras com gradientes variados de salinidade a
continentais inteiramente dulcicolas (BIALETZKI et al., 1997, PORTO, 1998), seu
desenvolvimento larval é classificado como mais ou menos completo (MAGALHAES; WALKER,
1988). De acordo com Maciel e Valenti (2009), o M. amazonicum, portanto, pode ser separado
em dois grupos distintos: (1) popula¢des costeiras, as quais habitam rios de estudrio; e (2)
populacdes continentais, as quais vivem em rios, lagos e outros corpos d’agua, sem contato

com o litoral.



M. amazonicum possui uma significativa amplitude de tolerancia as variagdes fisico-
guimicas da agua (MACIEL; VALENTI, 2009). O camardo-da-amazOnia pode sobreviver em
ambientes cuja temperatura das aguas variam entre 20°C (BIALETZKI et al., 1997) e 32,5°C, e
com oxigénio dissolvido e pH variando entre 1,7 e 13,2 mg/L e entre 50 e 9,6,
respectivamente (MONTOYA, 2003; MORAES-RIODADES; KIMPARA; VALENTI, 2006). Os valores
destas variaveis podem diferir consideravelmente entre larvas, juvenis e adultos, e entre
machos e fémeas da espécie (DAOUD et al., 2007). Além disso, os limites de tolerancia para os
fatores ecoldgicos sdo populacdo-especificas e podem variar em individuos de uma espécie que
habita locais diferentes. Tal caracteristica é evidenciada em M. amazonicum, que possui
elevada tolerancia intra-populacional as variaveis ambientais (MACIEL; VALENTI, 2009). Ainda, a
espécie possui plasticidade de caracteres morfolégicos (tamanho corporal, modo de
reprodugdo, etc.), fato este que parece ser uma resposta adaptativa a estes diferentes
ambientes em que o M. amazonicum ocorre ao longo de sua distribuicdo natural (VERGAMINI;
PILEGGI; MANTELATTO, 2011).

Uma visdo molecular das adaptacbes e modificagbes em resposta as variaveis
ambientais é importante para entender a biologia, distribuicdo e capacidade que este crustaceo
possui para se adaptar a diferentes condi¢Oes e regiGes geograficas. Para sobreviver em um
habitat particular, os organismos devem ser capazes de resistir a alteragdes adversas no
ambiente fisico, consideradas como condi¢Oes estressantes. Os organismos podem lidar com
estas situacdes se mudando para locais mais adequados ou adaptando-se a elas, seja através de
mudanc¢as na composicdo genética de populagcbes como resultado da selegdo, seja pela
plasticidade fenotipica (HOFFMANN; SGRO, 2011; SORENSEN; KRISTENSEN; LOESCHCKE, 2003).
Sem esta capacidade de adaptagdo muitas espécies seriam extintas. Sendo assim, dois fatores
importantes a adaptacdo, sobrevivéncia e crescimento do camardo-da-amazonia sdo
considerados no desenvolvimento desta tese: (1) as Proteinas do Estresse Térmico (Heat Shock
Protein - HSP), as quais possuem uma estreita relagdo com os fatores de estresse que
acometem os animais em geral; e (2) a variabilidade genética, pois estudos desta natureza
podem identificar os alelos com potencial de afetar a capacidade do organismo para sobreviver
em seu habitat existente ou pode habilita-lo para sobreviver nos mais diversos habitats.
Informacdes sobre a diversidade genética e as relagcdes entre os individuos e entre as

populacBes, sdo, portanto, importantes tanto para o melhoramento genético como para a



biologia da conservacdo e para o estudo da ecologia evolutiva das popula¢des (DURAN et al.,

2009).

1.3. As Proteinas do Estresse Térmico

As HSPs e seus genes sdo altamente conservados ao longo da evolugdo e sdo
encontrados universalmente desde bactérias até os seres humanos (BOORSTEIN;
ZIEGELHOFFER; CRAIG, 1994; HAYWARD; RINEHART; DENLINGER, 2004; MAYER; BUKAU, 2005).
Estas proteinas variam em tamanho de 27 a 110 kilodaltons (kDa) e podem ser classificadas em
cinco familias de acordo com sua massa molecular: HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 e pequenas

HSPs (GEORGOPOULOS; WELCH, 1993; MOSELEY, 1997).

Entre as diferentes familias de HSP, a familia das proteinas do choque térmico de 70
kDa é a mais conservada (BOORSTEIN; ZIEGELHOFFER; CRAIG, 1994). Sua expressdo é regulada
por estresses ambientais e fisioldégicos e condicbes ndo estressantes como o crescimento
celular, desenvolvimento e situacOes fisiopatoldgicas (SANTACRUZ; VRIZ; ANGELIER, 1997;
MORIMOTO, 1998).

As HSP70s possuem cerca de 650 aminoacidos de comprimento (LEIGNEL et al., 2007)
e trés dominios funcionais: um N-terminal com 44 kDa, que contém o dominio de ligacdo e
hidrélise da adenosina trifosfato (ATP); um dominio C-terminal varidvel de 18 kDa, que interage
com polipeptideos desdobrados; e um dominio C-terminal altamente conservado de 10 kDa, o
qual apresenta a sequéncia terminal EEVD, presente em todos o membros da familia de HSP70
citosélicas em eucariotos (FLAHERTY; DELUCA-FLAHERTY; MCKAY, 1990; KIANG; TSOKOS, 1998).
HSP70s citosélicas sao identificadas através do motif EEVD. Esta sequéncia motif pode facilitar
a ligacdo da HSP70 com co-chaperonas, como a HOP (HSP70-HSP90 Organizing Protein)
(JOHNSON et al., 1998). Segundo Ramya, Surolia e Rurolia (2006) este motif provavelmente

desempenha um papel importante na atividade de ligacdo dos peptideos.

Os genes que codificam as proteinas HSP70 sao considerados a principal familia génica

das HSPs e consiste de genes exclusivamente indutiveis (HSP70), exclusivamente constitutivos



(HSC70) e genes simultaneamente indutivel e constitutivo (LINDQUIST; CRAIG, 1988; PLACE;
HOFMANN, 2001; SORENSEN; KRISTENSEN; LOESCHCKE, 2003).

O gene da HSC70 inicialmente foi descrito como sendo expresso normalmente nas
células sem mudar em resposta a situacdo de estresse (KIANG; TSOKOS, 1998; LINDQUIST;
CRAIG, 1988; PLACE; HOFMANN, 2001; YEH; HSU, 2002; YAMASHITA; HIRAYOSHI; NAGATA,
2004), atuando somente como chaperona molecular e no dobramento de proteinas recém-
sintetizadas (CHUANG; HO; SONG, 2007). Entretanto, atualmente esta afirmacdo é controversa,
uma vez que ha estudos que relatam que tanto a forma induzivel quanto a constitutiva do gene
da HSP70 tem seus niveis de expressao aumentados sob condicdo de estresse ou em ambientes
diferentes (CHUANG; HO; SONG, 2007; FANGUE, et al., 2006; JESUS; INACIO; COELHO, 2013; LO
et al., 2004; LUAN et al., 2010; TAVIARA et al., 1996).

Segundo Yost e Lindquist (1986) os introns sdo encontrados nos genes expressos
constitutivamente, mas ndo sdo encontrados na forma induzivel. A falta de introns em HSP70s
induziveis & plausivel, pois assim permite-se a transcricdo rapida e acumulo de estresse
(HUANG; WIMLER; CARMICHAEL, 1999), uma vez que o splicing do RNA é desnecessario.
Porém, existem relatos sobre a auséncia de introns também na forma constitutiva deste gene
(LIU et al., 2004). Esta perda de introns no gene constitutivo da HSP70 pode vir a ser uma
resposta evolutiva a forma génica que tem seus niveis de expressdo também aumentados na

condicdo de estresse.

Membros da familia das HSP70s (HSC70/HSP70) ja foram identificados e caracterizados
a partir de varios crustaceos. Entre as espécies contempladas inclui-se os camardes marinhos
Penaeus monodon (LO et al., 2004; CHUANG; HO; SONG, 2007), Fenneropenaeus chinensis (JIAO
et al., 2004; LUAN et al., 2010), Litopenaeus vannamei (WU et al., 2005; WU et al., 2008),
Rimicaris exoculata e Mirocaris fortunata (RAVAUX et al., 2003; RAVAUX et al.,, 2007); os
caranguejos Portunus trituberculatus (CUI et al., 2010), Bythograea thermydron, Cyanagraea
praedator e Segonzacia mesatlantica (LEIGNEL et al., 2007); as espécies de lagostim
Procambarus clarkii (SUN et al., 2009) e Cherax quadricarinatus (FANG et al., 2012); e a craca,
Balanus amphitrite (CHENG et al., 2003). Em camardes de agua-doce, os genes da HSP70 e
HSC70 foram clonados e sequenciados somente em M. rosenbergii (LIU et al., 2004) e M.

nipponense (XIE, et al., 2006 — sequéncia do GenBank, dados ndo publicados).



A partir de estudos como estes supracitados foi possivel determinar qual o papel
destas proteinas nos crustdceos. Mclennan e Miller (1990) sugerem que o principal papel
destas HSPs em crustaceos esta na recuperacao tanto da célula como do organismo como um
todo. Isso se da por meio da recuperacdo da replicacdo do DNA e do reparo (ou a remocao) das
proteinas e complexos proteicos desnaturados durante o estresse. No que diz respeito
especificamente ao papel das HSC70 nos crustaceos, parece que esta isoforma esta relacionada
a protecdo celular durante a aclimatacdo (LUAN et al., 2010), ao crescimento (SPEES et al.,

2003) e a espermatogénese e maturacdo dos espermatozoides (FANG et al., 2012).

1.4. Polimorfismos Genéticos

Os recentes avangos na biologia molecular estao proporcionando novas ferramentas
para abordar questdes de aspectos evolutivos, ecoldgicos, taxondmicos e na produgdo animal.
A maior parte da variagdo em nivel dos nucleotideos, muitas vezes nao é visivel em nivel
fenotipico. No entanto, esta variagdo do DNA é frequentemente explorada em sistemas de
marcadores moleculares e tem muitas vantagens sobre os marcadores fenotipicos, uma vez

gue eles sdo hereditarios, de facil aplicacdo e ndo sao afetados pelo ambiente.

De acordo com Vignal et al. (2002), do ponto de vista do mecanismo molecular,
ocorrem trés principais tipos de variagdo em nivel do DNA: i. Mudangas de um unico
nucleotideo, chamado de SNPs, os polimorfismos de nucleotideo Unico; ii. Inser¢cdes ou
delecdes (Indels) que variam de uma a vdrias centenas de pares de base; e iii. Variacdes no

numero de repeticoes em tandem (VNTR).

1.4.1. Polimorfismos de Base Unica

Conforme sugerido pela sigla, um marcador SNP (Polimorfismo de Nucleotideo Unico,
do inglés Single Nucleotide Polymorphism) é apenas uma mudanca de base Unica na sequéncia
de DNA (Figura 2), com uma alternativa usual de dois a quatro nucleotideos possiveis em uma
determinada posicdo (BROOKES et al., 1999; VIGNAL et al., 2002). Para que um polimorfismo

seja considerado, de fato, um SNP, o alelo polimérfico deve ter uma frequéncia minima de 1%



na populacdo (BROOKES, 1999; VIGNAL et al.,, 2002). Esta frequéncia minima evita que
polimorfismos verdadeiros sejam confundidos com muta¢des pontuais raras e erros de

incorporacdo de bases durante a manipulacdo in vitro do DNA.

Embora o conceito mencionado acima pareca bastante claro, existe uma divergéncia
entre os conceitos de SNP presentes na literatura. Segundo Kwok (1999) e Kruglyak (1997),
SNPs sdo variagdes de nucleotideos ou pequenas inser¢des/delec¢des (Indels) nas sequéncias de
bases em fragmentos homologos de DNA. No entanto, Brookes (1999), Rafalski (2002) e Vignal
et al. (2002) separam o conceito de SNPs do de indels, sendo o primeiro ocasionado por
substituicdes de base e o segundo por insergdes e delecdes porque muito provavelmente eles
sdo originados por mecanismos genéticos distintos. Neste nosso estudo, assumimos esta

segunda proposta de conceito de SNPs.

Figura 2 - llustracdo da variacdo passivel de ser detectada em termos de sequéncias alélicas
pela tecnologia dos marcadores moleculares SNPs.

Fonte: IST 341 Issues in Human Genetics (2011).

A fonte mais abundante de polimorfismo genético sdo SNPs (BROOKES, 1999). Suas
bases moleculares permitem que haja uma distribuicio homogénea de SNPs pelo genoma
(CAETANO, 2009), entretanto, sua ocorréncia é maior em regiées ndo-codificantes do que em

codificantes (THANH et al., 2010).

Como a natureza exata das variantes alélicas é fornecida pela informacdo da

sequéncia, os SNPs sdo ditos marcadores diretos. Esta variacdo da sequéncia pode ter um
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grande impacto sobre a forma como o organismo se desenvolve e responde ao ambiente

(DURAN, et al. 2009).

1.4.1.1. Base molecular dos SNPs

Os SNPs podem ser categorizados conforme: i. Natureza quimica das bases envolvidas
na substituicdo; ii. NUmero de variantes alélicas para o sitio SNP; e iii. Regido de ocorréncia da
substituicao e consequéncia no produto génico. A seguir, estas classificagdes serao abordadas

com melhores detalhes.

Na primeira classificacdo, de acordo com a natureza quimica das bases envolvidas na
substitui¢ao, estdo inclusas as denominagdes “transi¢cdes” e “transversdes”. As transi¢cdes sao
representadas pelas trocas entre purinas (G - A) ou entre pirimidinas (C~ T). Ao passo que as
transversoes estdo representadas pelas trocas entre purinas e pirimidinas (Co G; ToA;CoAe
G - T). Segundo Brookes (1999), pelo menos 2/3 dos SNPs correspondem as trocas do tipo
transicdo. Esta maior proporcdo de transicGes estd relacionada as reacbes de desaminacgdo
espontanea da 5—metilcitosina para timina, cuja taxa de reagdo é alta em regides com

dinucleotideos CG (COULONDRE et al., 1978).

Na segunda classificagdo, em que se toma o numero de variantes alélicas para o sitio
SNP, considera-se os SNPs sendo bi, tri ou tetralélicos. Contudo, na pratica, geralmente
encontra-se somente a forma bialélica dos SNPs. Uma das razes para isso € a baixa taxa de
mutacdo, que em mamiferos é estimada entre 1 x 10° e 5 x 10 por ano e por nucleotideos em
posicGes neutras (MARTINEZ-ARIAS et al., 2001). Esta é uma desvantagem dos SNPs em relagao
aos marcadores multialélicos como os SSR (Sequéncias Simples Repetidas, ou do inglés Simple
Sequence Repeats), mas que acaba sendo compensada pela sua abundéancia relativa nos
genomas, o que pode proporcionar uma elevada densidade destes marcadores perto de um
local de interesse (por exemplo, um QTL — Locos de Caracteristicas Quantitativas ou do inglés,

Quantitative Trait Loci).

E por fim, enquadramos as regiées de ocorréncia da substituicdo e consequéncia no
produto génico como o terceiro meio de classificacdo. Os SNPs, portanto, podem ocorrer em
regides codificantes (éxons), ndo codificantes (introns e espacos intergénicos, regides

promotoras ou regulatdrias). Aqueles que ocorrem em regides de éxons podem ser do tipo
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ndo-sindnimo missense — causa alteracdo de um aminoacido, alterando estrutura e/ou fungdo
da proteina —, ndo-sindbnimo nonsense — introduzindo um stop codon e gerando uma proteina
encurtada, provavelmente sem funcdo —, sinbnima — ndo altera o aminoacido, mas pode afetar
a estrutura e estabilidade do RNA mensageiro e consequentemente reduzir a quantidade de
produto proteico (GRIFFITHS et al., 2001)- ou silenciosa — causa a troca de aminoacido, porém
0 novo aminoacido possui propriedades quimicas semelhantes ao anterior, de modo que ndo
altera a fungdo e/ou estrutura da proteina —. Os SNPs que ocorrem em regiGes ndo codificantes
podem impactar na expressdo génica, pois, segundo Liao e Lee (2010), podem afetar o splicing
alternativo, gerar ou suprimir cddons de terminag¢do ou poliadenilacdo na molécula de RNA
mensageiro e alterar cédons de iniciagio de tradugdo. E evidente, portanto, que a localizagdo

dos SNPs pode ser de relevancia funcional e fisiolégica para o organismo.

1.4.1.2. Prospecgéio dos SNPs

Os SNPs podem ser identificados a um custo e rapidez relativamente baixos através de
ferramentas de bioinformatica. A descoberta de um SNP envolve, basicamente, o alinhamento
das sequéncias de interesse com uma sequéncia consenso, e em seguida o encontro de

diferencas entre as sequéncias.

Tradicionalmente, primeiramente é feita a amplificacdo por PCR de genes/regides
gendmicas de interesse a partir de varios individuos escolhidos para representar a diversidade
na espécie ou populacdo de interesse. E, em seguida, é feito o sequenciamento direto destes
amplicons, ou realiza-se um método mais custoso, que é a clonagem e em seguida o
sequenciamento. Quando se deseja estudar SNPs em uma espécie cujo genoma ainda nao foi
sequenciado, a amplificacdo da regido alvo pode ser feita adotando primers delineados em

regioes conservadas de espécies relacionadas.

De posse dos resultados do sequenciamento de nucleotideos, a descoberta de um SNP
consiste na identificacdo de dois picos sobrepostos em uma mesma posicao do
eletroferograma, cuja presenga é interpretada como um polimorfismo de um individuo
heterozigoto. Esta metodologia permite a identificagao de polimorfismos, pois ha a analise dos

sinais expressos no sequenciamento do material genético e detecta-se a variagdo dos sinais de
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fluorescéncia dos cromatogramas, procurando por reduc¢des nas regides do pico do sinal onde

uma segunda base foi detectada (Figura 3).

Figura 3 - Deteccdo de heterozigotos usando cromatogramas.
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Na posicdo 424 pb pode ser feita a identificacdo de um SNP para a troca de uma citosina para uma adenina
(individuo 10, sequéncias forward e reverse). Nesta mesma posicdo, os demais individuos correspondem ao
homozigoto para o alelo mais frequente na populagao.

Programas de bioinformatica como o PolyPhred (que inclui o PHRED, PHRAP, e o
CONSED) e o PolyBayes foram desenvolvidos para automatizar o maximo possivel a fase de
analise de dados, permitindo grandes avancos. Esta metodologia de deteccdo de heterozigotos
em eletroferogramas foi usada para detectar grandes conjuntos de SNPs em espécies que
tiveram o genoma completo sequenciado, como por exemplo as espécies humana e bovina
(CAETANO, 2009). Programas mais recentes, como o Geneious, possibilitam o alinhamento dos
eletroferogramas e, consequentemente, também permitem a identificacdo de SNPs em

sequéncias genémicas.

1.4.1.3. Haplétipos de SNPs

O conceito de hapldtipo esta intimamente relacionado a diversidade nucleotidica, e
tem como significado, o padrdo de associacdo de SNPs que sdo herdados conjuntamente e que

caracterizam um grupo, populacdo ou espécie. Desta maneira, SNPs juntos caracterizardao um
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desequilibrio de ligagdo (DL) que é simplificadamente a falta de segrega¢do independendente

entre os alelos em dois ou mais locos.

O DL é geralmente dependente da histéria de recombinagdes entre os polimorfismos.
Fatores tais como deriva genética, selecdo entre populagdes, migracdo (miscigenacdo) e a
reducdo do tamanho populacional (bottleneck), podem modificar o DL entre os marcadores e as
caracteristicas relacionadas. Os fatores que aumentam o DL sdo o endocruzamento, tamanho
pequeno da populacdo, isolamento genético entre linhagens, subdivisdo entre populagdes,
baixa taxa de recombinacdo, selecdo natural e artificial. Por outro lado, alguns fatores que
diminuem o DL s3do a fecundacdo cruzada, altas taxas de recombinacdo e mutacdo

(TEMPLETON, 2011).

Na maioria dos casos, os gendtipos SNPs inferidos a partir de organismos diploides
possuem fase gamética desconhecida, isto quer dizer que, caso um individuo seja heterozigoto
em mais de um sitio da sequéncia estudada, ndo é possivel especificar diretamente quais alelos
destes sitios ocorrem em um mesmo cromossomo. A atribuicdo de dados de sequéncias de
cromossomos gerados a partir de organismos dipldides é desconhecida. O método mais comum
de atribuicdo é a inferéncia de haplétipos usando programas de computador. Estes programas
tentam inferir um nimero minimo de hapldtipos usando as frequéncias dos sitios polimérficos
ou abordagens heuristicas. Stephens et al. (2001) desenvolveram um método bayesiano
(algoritmo Phase) que atribui probabilidades aos possiveis hapldtipos baseado na frequéncia
dos homozigotos na amostra. Este método de inferéncia de hapldtipos é o mais acurado,

segundo Balding (2006).

1.4.2. Aplicagéo dos SNPs na Pesca e Carcinicultura

Os SNPs sdao amplamente utilizados em estudos de biomedicina devido a alta
disponibilidade de conhecimento de variacdo alélica no genoma humano derivado do projeto
HapMap (International HapMap Consortium, 2010). Na producdo animal, o uso dos SNPs esta
se tornando mais comum nos ultimos anos, onde as espécies de alto valor econd6mico, como os
bovinos j& estdo incluidos em projetos HapMap (Bovine HapMap Consortium, 2009). No
entanto, em espécies de organismos aquaticos os estudos de SNPs além de serem incipientes,

ndo possuem os dados depositados nos bancos de dados. Isto pode ser averiguado em uma
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breve busca no banco de dados de SNPs do NCBI (dbSNP), onde em espécies de crustaceos, por
exemplo, encontra-se informac¢des de SNPs somente em L. vannamei, Tigriopus californicus e

Daphnia magna.

As expectativas sdo de que, com os crescentes avangos e automacgdo nas tecnologias
de sequenciamento e genotipagens de SNPs, os organismos aqudticos passem a ser melhor
estudados quanto a estes polimorfismos e sua aplicacdo em estudos evolutivos, de conservacao

e de melhoramento genético.

Como este trabalho trata de estudos de SNPs em uma espécie de camardo de agua-
doce, nos subtdpicos a seguir, serdo abordadas as possibilidades de aplicacdo dos SNPs em
estudos de populacdes de organismos aquaticos, bem como na selecdo assistida por

marcadores (MAS, Marker Assisted Selection) de espécies de camarao.

1.4.2.1. Aplicagdo dos SNPs em estudos de populagées naturais

Nas ultimas décadas, estudos genéticos aplicados a pesca produziram um grande
volume de dados com base em marcadores genéticos neutros, os quais contribuiram
consideravelmente para a compreensdo da estruturacao e conectividade entre populacdes de
ambientes aquaticos. No entanto, marcadores moleculares neutros ndo sao necessariamente
informativos sobre a extensdo ou importancia da variacdo adaptativa, o que pode moldar a
estrutura destas popula¢gdes, mesmo quando os marcadores genéticos neutros sugerem
diferencas genéticas fracas (HAUSER; CARVALHO, 2008; LARSEN et al., 2007). Além disso, o
ambiente aquatico oferece um mosaico de condicdes ambientais dinamicas, o que
potencialmente provoca alteragcGes genéticas em escala espacial e temporal diferentes
(CONOVER et al., 2006). Sendo assim, a adaptacdo local representa um elemento crucial para o
entendimento dos processos ecoldgicos e evolutivos que influenciam a biodiversidade

(GEBREMEDHIN et al., 2009).

A investigacdo de SNPs em popula¢des de organismos de importancia na pesca é
relativamente recente, datando de aproximadamente 10 anos (MOEN et al., 2008; SMITH et al.,
2005; BRADBURY et al., 2013). Dentro desta perspectiva o desenvolvimento de SNPs em genes
candidatos relacionados a adaptacdo aumentam a possibilidade de se identificar locos sujeitos

a selecdo (MORIN et al., 2004; NIELSEN et al., 2009) e sdo uteis no estudo da dindmica desses
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genes nas populagdes naturais (LUIKART et al., 2003). Pois, SNPs que ocorrem em éxons e
introns e que estdo sob selecdo direcional divergente estdo previstos para ter frequéncias
alélicas divergentes superiores aos esperados a partir de marcadores neutros (SCHLOOTTERER,
2002). Além disso, os locos possivelmente influenciados pela selecdo sdo representados como
outliers (GUINAND; LAMAIRE; BANHOMME, 2004; BRADBURY et al., 2013).

Embora seja de conhecimento o poder dos marcadores SNPs em genes candidatos na
resolucao de questdes ecoldgicas e de conservacdo de ambientes aquaticos, a sua aplicacdo se
limita a alguns exemplos em espécies de peixes (FORD, 2000; FREAMO et al., 2011; HESS;
NARUM, 2011; BRADBURY et al., 2013). Utilizando esta abordagem, o trabalho de Ford (2000)
foi um dos pioneiros em peixes. O autor descreveu a variacdo da sequéncia dos genes da
transferrina, da somatolactina e do gene p53 em quatro popula¢des de salmdo do Pacifico.
Desse modo, analisando separadamente o nivel de diferenciacao a partir de locos sinénimos e
também de ndo-sinGnimos, o autor mostrou que nao houve maior diferenciacdo entre as

populagdes.

Em andlises mais amplas, envolvendo a analise de SNPs outliers, Freamo et al. (2011)
estudaram metapopulagdes de salmao do Atlantico. Eles mostraram que, em andlises de
atribuicdo de individuos, um painel de 14 SNPs ndo-neutros foi mais preciso (85% de precisdo)
do que um painel de 67 SNPs neutros (75% de precisdo). Os autores afirmam que identificar e
utilizar locos SNPs outliers é um passo importante para identificar corretamente as populagbes
de salmdo, o que deve ajudar na conservacdo da espécie. Bradbury et al. (2013) relataram que
a inclusdao de SNPs outliers revelaram a ocorréncia de barreiras adicionais ao fluxo de genes de
uma espécie de bacalhau, tanto no leste quanto no oeste do Atlantico. Assim como Freamo et
al. (2011), estes autores também verificaram a melhora do suporte estatistico no teste de
atribuicdo dos individuos nas populagdes quando incluiram os locos SNPs outliers nas analises.
Ainda, Bradbury et al. (2013) observaram a ocorréncia de um cline adaptativo em bacalhau do
Atlantico da regido da Scotian Shelf que separou em populacdes do norte e do sul. Este achado
resultou em uma revisdo do nimero de unidades de conservacao desta espécie em aguas
canadenses. Hess e Narum (2011) estudaram 92 marcadores SNPs ligados a pelo menos 75
diferentes genes funcionais para testar as correlacbes com o “tempo de corrida” do salmdo do
Pacifico. Os autores relataram nove SNPs significativos para tragar a histéria de vida destes

peixes.
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No que se refere a crustaceos, a literatura se limita a apenas dois trabalhos (UNAL;
BUCKLIN, 2010; UNAL, 2011), dos quais nenhum aborda espécie de interesse econémico. Unal e
Bucklin (2010) verificaram a estruturacdo genética de Calanus finmarchicus amostrados em 10
areas do Atlantico Norte. Os autores examinaram a variacado alélica em 24 sitios SNPs em trés
genes codificadores de proteinas nucleares (citrato sintetase, proteina do choque térmico-70
kDa e AMP-quinase) e relatam que estes SNPs foram Uteis na detec¢do de uma pequena
diferenciacdo entre as localidades. Unal (2011) identificou SNPs no gene da citrato sintetase e
os utilizaram para estimar a variagdo genética interanual dos copépodos (C. finmarchicus). Os
resultados indicaram a presenca de uma variacdo significativa entre todos os anos,

possivelmente como resultado de um transporte diferencial a partir de regides adjacentes.

1.4.2.2. Aplicagdo dos SNPs no estabelecimento de correla¢ées fendtipo-gendtipo

em populagdes de cativeiro

Segundo Jung et al. (2013), o foco principal do desenvolvimento de tecnologias
avancadas de sequenciamento e genotipagens de SNPs é a identificacdo e caracterizacdo de
genes e marcadores que afetam a variacdo de caracteristicas economicamente importantes.
Estes marcadores, incluindo aqueles que afetam as caracteristicas relacionadas ao crescimento,
podem ser aplicados de forma estratégica para acelerar os programas de melhoramento

genético para espécies de crustdceos cultivados através de MAS.

Embora a totalidade de genes candidatos que afetam as caracteristicas de crescimento
e desenvolvimento muscular ainda seja desconhecida, alguns deles ja foram identificados em
espécies de crustaceos (GLENN et al., 2005; LI et al., 2011; MARTIN-MARTI et al., 2010; SPEES et
al., 2003; THANH et al., 2010; YU; CHENG; ROTHSCHILD, 2006). Entre estes genes inclui-se o
genes da actina (ACTN), do hormoénio hiperglicémico de crustdceos (CHH), da a-amilase
(AMY2), da catepsina (CTSL), do receptor 1 da 5-hidroxitriptamina (5HT1R), do tradutor de sinal
e ativador da transcricdo (STAT), do hormoénio inibidor da ecdise (MIH1 e MIH2) e das proteinas
do choque térmico (HSC70 e HSP90).

A maioria dos estudos de associacdo de SNPs abrange a espécie de camardo marinho L.
vannamei, o que é perfeitamente justificavel pela sua grande representividade no cenario da

carcinicultura mundial. Martin-Marti et al. (2010) analizaram o gene 5HT1R em uma populagdo
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de L. vannamei. Os autores verificaram quatro SNPs (A88G, C109T, C395G, C398G) em regido
de éxon deste gene, sendo que os alelos C dos polimorfismos C109T e C395G se mostraram
estar associados com o aumento do peso corporal. Polimorfismos em introns dos genes AMY2
(G351A) e CTSL (C681G) também foram testados quanto a sua associacao ao peso corporal de L.
vannamei (GLENN et al., 2005). Os testes estatisticos indicaram ndo haver associacdo entre o
marcador e o peso corporal. Em P. monodon, o SNP G178C no intron 2 do gene CTSL também
foi submetido a analise de associacdo com o peso corporal, porém a associacdo ndo foi
significativa (GLENN et al., 2005). Os autores relatam que este estudo deve ser repetido nas
duas espécies, no entanto, utilizando um nimero amostral maior. Yu; Cheng; Rothschild (2006),
estudando SNPs nos genes MIH1 e MIH2 em uma populagao de P. monodon e no gene CHH de
duas populagdes L. vannamei, ndo obtiveram efeito significativo no peso corporal. Os autores,
entretanto, propdem estudos futuros ampliando o tamanho da populacao estudada e, ainda,
extrapolar estes estudos para outras populagées. Além destes genes, SNPs em genes anénimos
mostraram associacao significativa com ganho de peso, taxa de crescimento e sobrevivéncia em
camardes marinhos (CIOBANU et al. 2010), demonstrando o valor de se ter marcadores

localizados dentro dos genes funcionais.

Em camardes de dgua-doce, SNPs foram identificados a partir de bibliotecas EST de M.
rosenbergii (JUNG et al.,, 2011) e M. nipponense (MA et al.,, 2012). Jung et al. (2011)
identificaram genes como o da actina, da miosina de cadeias leve e pesada, da tropomiosina e
da troponina, todos com papel fundamental no desenvolvimento muscular. Dentre os contigs
EST, os autores caracterizaram 834 SNPs. Ma et al. (2012) em seu estudo, validaram 26 SNPs de

um total de 18.107.

Embora SNPs em genes funcionais de camardes do género Macrobrachium ja tenham
sido identificados, o Unico estudo de associacdo de caracter quantitativo a marcadores SNPs
disponivel na literatura até o momento, é o estudo de Thanh et al. (2010). Os autores
descreveram SNPs nos genes da ACTN e do CHH em trés populacdes de M. rosenbergii e os
testaram quanto a sua associagao ao peso corporal. Este estudo sugere a associagao entre
quatro SNPs no intron 3 do CHH e o desenvolvimento corporal. Dois destes SNPs (G2402T e
A2561G) apresentam alta correlacdo com as caracteristicas peso do corpo, comprimento da
carapaga e comprimento padrdo e outros dois SNPs (G2407A e G2409A) sdo correlacionados

somente com e peso do corpo. Testes de associacdo entre hapldtipos e fendtipos também
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foram realizados, sendo que um haplétipo especifico (TGAA) também se mostrou com efeito

significativo para o crescimento.

Os SNPs detectados nas espécies congenéricas ao M. amazonicum podem ser
transferiveis e aplicaveis as analises de QTL. A transferibilidade satisfatéria destes marcadores
ja foi relatada para outras espécies de crustaceos (GORBACH et al., 2010; KIM; JUNG; GAFFNEY,
2011).

Nos estudos citados acima, verificaram-se SNPs com efeito significativo ocorrendo
tanto em regides codificantes (sinGnimos e ndo-sindnimos) como em regides ndo-codificantes.
Segundo De Santis e Jerry (2007), a ocorréncia de variacdo alélica na sequéncia de DNA em
gualquer uma destas regides pode potencialmente alterar a estrutura e a atividade da proteina
gue eles codificam, ou ainda induzir alteracdes na regulacdo dos niveis de transcricio do mRNA.
A explicagdo mais parcimoniosa para os efeitos fenotipicos dos SNPs sinGnimos seriam
alteragdes na estrutura do mRNA (WANG et al., 2007). Segundo estes autores, estruturas de
mRNAs codificados por hapldtipos alternativos do gene da proteina ligadora de odor em
Drosophila mostram que uma Unica substituicdo de base pode ter um efeito profundo sobre a
estrutura secundaria do mRNA. E isto pode afetar o seu transporte, o splicing, a ligacdo ao

ribossomo ou a eficiéncia da traducao (KIMCHI-SARFATY et al., 2007).

1.5. Estudos Genéticos na Espécie Macrobrachium amazonicum

Em M. amazonicum os estudos genético-moleculares ainda sao incipientes e restritos
ao conhecimento sobre a histdria evolutiva das populacdes naturais (GUERRA et al., 2010;

GUERRA, 2011; PEIXOTO, 2002; VERGAMINI; PILEGGI; MANTELATTO, 2011).

Peixoto (2002, dados ndo publicados) evidenciou, utilizando o gene mitocondrial da
citocromo oxidase |, que populagdes provenientes das bacias continentais de Goiania (GO), de
Santarém (PA) e de bacias costeiras do Para se constituem em trés grupos distintos por nao
apresentarem fluxo génico entre si. Vergamini, Pileggi e Mantelatto (2011), em uma andlise
comparativa entre populagdes costeiras e continentais (com representatividade de todas as
bacias de ocorréncia da espécie em territério brasileiro, bem como de estoques cativos) usando

marcadores no gene mitocondrial COl, encontraram que o M. amazonicum parece apresentar
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uma alta diversidade genética. Contudo, esta variabilidade genética para a espécie pode ser
bastante varidvel. Em populagdes naturais, esta variabilidade dependera do rio, da localizacdo
no rio e das pressdes existentes em cada ambiente, ao passo que em estoques cativos,
dependera principalmente do efeito fundador e do manejo reprodutivo realizado. Os autores
ainda identificaram divergéncia genética significativa entre as populagdes avaliadas. Esta
divergéncia estruturou as populacGes brasileiras em trés grupos: (1) continental da Amaz6nia;
(2) bacias do Parand e Paraguai (Mato Grosso do Sul); e (3) sistemas costeiros do norte e
nordeste (Amapa, Para e Ceard). Esta estruturacao foi atribuida pelos autores ao isolamento

geografico existente entre as populagdes, a qual impede a dispersdo e conectividade entre elas.

Guerra et al. (2010) e Guerra (2011) estudaram a espécie M. amazonicum sob um
aspecto taxonomico e filogenético, utilizando marcadores do tipo RAPD e mitocondriais COl e
16S. Nestes estudos, verificou-se que o M. amazonicum (coletado em trés municipios do estado
de S3o Paulo) é pouco divergente do M. jelskii. Além disso, constatou-se que as trés populagoes
de M. amazonicum se mantém estruturadas geneticamente e ainda, que a espécie ndo foi
introduzida em S3o Paulo a partir de espécimes oriundos do estado do Para. Desse modo, a
literatura é unanime no que se trata da condicdo de estruturacao genética das populacdes de

M. amazonicum oriundas de sistemas hidrogeograficos diferentes.

No tocante aos estudos genéticos em M. amazonicum mantidos em condi¢cdes de
cultivos, o presente trabalho é pioneiro. Atualmente esta em andamento um trabalho paralelo
a este, o qual visa a amplificagdio e sequenciamento do gene da [-actina na espécie
(SASAMOTO et al., 2013), bem como a prospeccao de SNPs no referido gene em populagdes

naturais e de cativeiro (SASAMOTO, 2013 — comunicagdo pessoal).

1.6. Estudos de Associacdo de Polimorfismos de Genes das HSP70s a Caracteristicas

de Interesse Economico

Em espécies aquicolas, polimorfismos no gene da HSP70 e sua associacdo a
caracteristicas de interesse para aplicacdo em programas de melhoramento foram realizados

somente no camarao L. vannamei (ZENG et al., 2008). Estes autores, identificaram cinco SNPs
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ao longo de um fragmento 1.119 pb do gene HSP70 e verificaram que um deles pode estar

associado a resisténcia ao Virus da Sindrome de Taura (TSV).

Em animais de produgao terrestres, SNPs no gene da HSP70 se mostraram associados a
caracteristicas reprodutivas (HUANG et al., 2000; HUANG et al., 2002; ROSENKRANS JR et al.,
2010). Em suinos, Huang et al. (2002) verificaram que SNPs no gene da HSP70 estavam
associados a reducdo na taxa de prenhes das fémeas e a qualidade do sémen dos machos
avaliados durante o inverno e o verdo. Durante o inverno, suinos com o gendtipo A/A para o
SNP C232A apresentaram maior mobilidade espermatica do que aqueles com o gendtipo C/C.
Ainda, suinos heterozigotos C/A apresentaram maior nimero de espermatozoides por
ejaculato do que os animais homozigotos. Durante a estagao quente, os animais heterozigotos
para o SNP C232A e o indel 250 exibiram maior numero de espermatozoides por ejaculato do
que o sémen vindo de animais homozigotos. Para bovinos, segundo Rosenkrans Jr et al. (2010),
as vacas que eram homozigotas para o alelo polimérfico para os SNPs G1128T e A1125C
apresentaram menor taxa de partos do que as vacas que eram homozigotas para o alelo
principal (48 versus 75%). Zeng et al. (2013) encontraram dois SNPs (C1476T e C1596T) no gene
HSP70 de patos. A andlise de associacdo mostrou que a producdo de ovos dos individuos
portadores do gendtipo C/C para o SNP C1476T foi significativamente mais elevada do que para

individuos com os gendtipos C/T e T/T.

Caracteristicas de producdo como qualidade da carne e do leite e o crescimento
também foram verificadas em organismos terrestres (BROWN Jr et al.,, 2010; HUANG et al.,
2004; MAAK et al., 1998). Maak et al. (1998) estudaram SNPs na regido promotora do gene
HSP70 e verificaram a influéncia da transicdo C232A no peso ao nascer em suinos. De mesma
maneira, Huang et al. (2004) concluiram em sua pesquisa que polimorfismos na regido
promotora do gene da HSP70 podem causar diferentes niveis de deposicdo de gordura em
suinos da raca Duroc avaliados em diferentes estacdes do ano. Homozigotos para o hapldtipo
h1 tiveram melhor desempenho para deposicdo de gordura na estac¢do fria. Em bovinos, Brown
Jr et al. (2010) sugeriram que as variantes alélicas existentes no gene da HSP possuem algum

efeito sobre o conteudo de proteina e gordura no leite.

De acordo com os relatos destes estudos, fica claro o potencial que os polimorfismos

em genes da familia das HSP70s possuem para a aplicagdo em programas de melhoramento
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genético. Assim como estes marcadores possuem efeitos significativos em caracteristicas de
importancia econdmica em organismos de producdo terrestres, acredita-se que eles também
possam causar efeito de interesse no M. amazonicum, e em longo prazo, serem aplicados em

programas de selecdo.

Sob o aspecto do uso destes polimorfismos na genética de populagdes, a possibilidade
estda menos fundamentada cientificamente, onde a literatura esta baseada quase que somente
em investigacdes dos niveis de expressdo destes genes conforme a regido de distribuicao das
espécies e conforme desafios bacterianos (JESUS; INACIO; COELHO, 2013; WEI et al., 2012) ou
na analise de estruturacdo genética (UNAL; BUCKLIN, 2010).



OBJETIVOS
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2. OBIJETIVOS

Devido a grande importancia econémica do camardo-da-amazonia (principalmente nas
regidoes norte e nordeste do Brasil) e a intensa interferéncia humana que esta espécie vem
sofrendo ao longo dos anos, quer seja devido a pesca exploratdria quer seja pela modificagao
de seus habitats (construcdo de barragens, poluicdo, etc.), o estudo genético, ainda bastante

limitado, assume grande relevancia para o conhecimento desses animais.

Com vistas a contribuir com as primeiras informacgGes genéticas para serem aplicadas
em duas vertentes de pesquisa abrangendo o camardo-da-amazOnia, a conservacao e manejo
genético de populagdes naturais e a selecao artificial de estoques cativos, os objetivos no

presente estudo foram:

(1) Amplificar, sequenciar e descrever um fragmento do gene constitutivo da Proteina do
Choque Térmico de 70 kiloDalton (HSC70) na espécie M. amazonicum, através da utilizacdo de

pares de primes delineados para a espécie congenérica M. rosenbergii;

(2) Identificar e caracterizar polimorfismos do tipo Polimorfismos de Base Unica (SNPs) no gene
da HSC70 em trés populagdes de M. amazonicum: uma populagdao experimental, proveniente
do Centro de Agquicultura da UNESP; uma populagcdo nativa proveniente do rio Tocantins,
coletada no municipio de Mocajuba-PA; e uma populagdo nativa oriunda do rio Paracauari,

amostrada no municio de Soure-PA;

(3) Associar os polimorfismos no gene da HSC70 validados na populacdo experimental a
caracteristicas de interesse econOmico da espécie M. amazonicum cultivada sob duas
densidades de estocagem diferentes, uma considerada a ideal para o cultivo e outra

considerando niveis de intensificacao e estresse; e

(4) Caracterizar a diversidade e estrutura genética, a partir dos SNPs validados no gene da

HSC70, de duas populagdes naturais de M. amazonicum.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de Material Biolégico

3.1.1. Prospec¢cGo de SNPs no gene da HSC70 do camardo-da-amazdbnia

(Macrobrachium amazonicum)

A identificagdo e validagao dos polimorfismos do tipo SNPs no gene da HSC70 foram
conduzidas em uma populacdo experimental de M. amazonicum. Para tanto, foram utilizados
48 exemplares da espécie de camardao de agua-doce, obtidos no Setor de Carcinicultura do
CAUNESP (Centro de Aquicultura da UNESP — Jaboticabal-SP) cujo estoque foi fundado em
2001, a partir de 2000 juvenis nativos coletados no Furo das Marinhas (1°139250S,
48°179400W), nordeste do estado do Para.

3.2.2. Associagbo de SNPs do gene HSC70 a caracteristicas de interesse zootécnico do

camardo-da-amazdénia (Macrobrachium amazonicum)

Para a obtencdo de material biolégico e informacdes fenotipicas para as andlises de
associacao com polimorfismos no gene da HSC70, um experimento de desempenho zootécnico
de camardo-da-amazonia em fase final de crescimento foi conduzido no setor de Carcinicultura

do CAUNESP. Este experimento foi realizado entre os meses de agosto e dezembro de 2010.

Juvenis de dois meses de idade (970 individuos; peso médio 0,705 g), obtidos da
desova de 260 fémeas, foram distribuidos em dois tratamentos diferentes, com cinco
repeticbes cada. O grupo 1 foi submetido a densidade ideal de estocagem proposta por
Moraes-Valenti e Valenti (2007): 40 camardes por metro quadrado de lamina d’agua (32
camarodes por unidade experimental, totalizando 160 individuos deste tratamento). O grupo 2
foi exposto a uma condigdo estressante (162 camardes por unidade experimental, totalizando
810 individuos deste tratamento): 200 camardes por metro quadrado de lamina d’agua. Os
animais foram cultivados durante 120 dias, cujo periodo é de pratica comercial para a fase de

engorda do camarao da Malasia, M. rosenbergii.
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Cada unidade experimental foi composta por uma caixa de fibrocimento de 1.000 L
(com area de lamina d’agua de 0,80 metros quadrados) alojadas em estufa, de modo que as
condi¢des de qualidade de agua fossem melhor controladas, assim reduzindo o efeito do erro
residual nas anadlises estatisticas. Cada caixa permaneceu vinculada a um filtro bioldgico
(VALENTI; DANIELS, 2000), no qual foi empregado conchas de moluscos como substrato para o
desenvolvimento da populacdo de bactérias nitrificantes nos biofiltros. Além disso, as caixas

foram providas de aeragao constante e termostatos.

Apds o povoamento dos tanques (dia 18/08/2010), os camardes foram alimentados
com dieta comercial para camardes marinhos “Aquamardo Engorda I” (Poli-nutri). Para o
fornecimento, a racdo foi moida e peneirada nas granulometrias de 0,75 mm, 1,1 mme 1,8 mm
do primeiro ao terceiro més e 0,75 mm, 1,1 mm, 1,8 mm e 2,38 mm no quarto més de cultivo.
A taxa didria de arragoamento de cada tanque foi 9% da biomassa no primeiro més, sendo
reduzida em 2% a cada més, atingindo a taxa de 3% da biomassa ao término do experimento. A

ragao foi dividida em duas porg¢des iguais e fornecida entre 08-09 horas e entre 16-17 horas.

Diariamente, foi monitorado o oxigénio dissolvido (oximetro YSI-55), temperatura e
fluxo de renovagdo de agua pelo biofiltro. A cada dois dias foi realizada a leitura de pH
(pHmetro digital YSI-63). As concentracbes de amonia (SOLORZANO, 1969) e nitrito
(BENDSCHNEIDER; ROBINSON, 1952) foram determinadas quinzenalmente. Além disso, trés
vezes ao dia, cada tanque era verificado quanto a existéncia de animais mortos. Essa pratica
deixou de ser realizada ao longo do experimento devido a baixa mortalidade e ao
comportamento de canibalismo da espécie, o qual impossibilitou a inferéncia de possivel

associacao de polimorfismos no gene da HSC70 a sobrevivéncia.

Biometrias foram realizadas mensalmente para realizar o controle da biomassa em
cada unidade experimental (para fins de calculo da taxa de arragcoamento) e para acompanhar
o comportamento da estrutura populacional ao longo do experimento. Foram amostrados
cinco camarodes dos tanques com densidade de estocagem igual a 40.m? e 15 dos tanques com
densidade igual a 200.m™. Durante as biometrias os animais foram medidos qguanto ao
comprimento total e pds-orbital (abdominal)(Figura 4), pesados, sexados (CERVIGON et al.,
1992)(Figura 5) e separados conforme o grupo demografico de fémeas e morfotipos masculinos
(MORAES-RIODADES; VALENTI, 2004)(Figura 6). Depois da biometria, os camardes eram

devolvidos aos tanques.
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Figura 4 - Desenho esquematico das dimensdes usadas nas anadlises biométricas do M.

amazonicum.
Comprimento total
. S r -

Fonte: Silva (2006).

Figura 5 - Desenho esquematico da diferenciagao sexual de machos e fémeas da espécie M.
amazonicum.

Vista lateral externa
9 dn 2*pledpodn

Apdudice interma

Apdndice masnifino

A diferenciacdo é realizada pela verificagdo do apéndice masculino e interno localizados no segundo par de
pledpodos. As fémeas apresentam apenas o apéndice interno. Fonte: Valenti (1996).

Figura 6 - Morfotipos dos machos da espécie M. amazonicum.

G2 GOl CC ¢

Fonte: Moraes-Riodades e Valenti (2004).

Ao final de quatro meses (dia 17/12/2010) de cultivo, foi realizada a despesca total dos

tanques, quando os animais foram abatidos em agua e gelo na propor¢ao 1:1. Para andlise
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genético-molecular foram coletados todos os animais da densidade 40 (n=136; considera-se a
existéncia de mortalidade e perda de dados fenotipicos) e 15% do total de animais da
densidade 200 (n=133; considera-se a perda de alguns dados fenotipicos). As amostras foram
individualizadas, identificados conforme o tratamento e a repeticdo ao qual foram submetidos
e mensurados os seguintes parametros biométricos: comprimento total (C;), comprimento
abdominal (Cp), peso inteiro (Pint), peso abdominal (Pasp) € peso do hepatopancreas (Puep). O
peso abdominal e de hepatopancreas foram usados para determinar o rendimento corporal
(RC) e o indice hepatossomatico (IHS), respectivamente. Estes dois pardmetros foram

calculados conforme as equacgdes 1 e 2 abaixo:

eso abdominal Eg. 01
RC(%)=—" ®) 100 q
peso total ao abate (g)

eso do hepatopancreas Eg. 02
IHS(%)=" PaTop ®) . 100 9.0
peso total ao abate (g)

Todas as amostras foram congeladas e encaminhadas ao Laboratério de
Biodiversidade Molecular e Conservacdao da UFSCar para a extracdo de DNA, genotipagem e

posterior associacdo de SNPs no gene da HSC70 aos caracteres fenotipicos mensurados.

3.2.3. Diversidade e Estruturacdo Genética de Populacbes de Camardo-da-Amazénia

(Macrobrachium amazonicum) Baseada em SNPs no Gene da HSC70

A identificacdo de SNPs também foi realizada em duas popula¢Ges naturais de
camardo-da-amazonia (M. amazonicum), das quais uma foi coletada no rio Tocantins (bacia do
rio Tocantins), a jusante da UHE de Tucurui, no municipio de Mocabuja-PA (n=47) e outra no rio
Paracauari (bacia do rio Amazonas; sub-bacia do Marajé Oriental), em Soure-PA (n=30). Estas
bacias apresentam conectividade ao passo que o rio Tocantins desemboca no rio Parda, o qual
corre ao Sul da Ilha de Marajd, pertencente ao estuario do rio Amazonas (EPE, 2007). Ambos os

rios desembocam no delta do Marajo (Figura 7).
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Figura 7 - Pontos de coletas de duas populacdes naturais de M. amazonicum.

No mapa a esquerda estd representado o a extensao territorial brasileira, contendo as duas bacias hidrograficas de
onde foram obtidas as amostras. Em azul claro corresponde a bacia do rio Amazonas e em azul escuro a bacia do
rio Tocantins. O mapa a direita representa a visualizagdo em zoom do recorte destacado na figura ao lado. Os
pontos de coleta sdo indicados pelo triangulo fechado em vermelho e estdo separados por aproximadamente 250
km de distancia.

3.2. Extragao de DNA

As extragdes do material gendmico foram realizadas a partir de tecido muscular dos
camarGes-da-amazonia utilizando fenol/cloroférmio (1:1), conforme protocolo proposto por
Sambrook e Russel (2001), com modificacGes. Para tanto, por¢Ges de aproximadamente 0,05g
de tecido foram colocados em microtubos, adicionando-se 550 L de tampao de lise (50 mM de
Tris-HCl, 50 mM de EDTA, 100mM de NaCl), 40 pL de SDS 20% e 10 ML de proteinase K (20
mg/ml). As amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas a 55°C overnight em
termobloco (Eppendorf). Apds a digestdo do material bioldgico, realizou-se a desproteinizagdo
e purificagao dos acidos nucléicos, adicionando-se 275 UL de fenol e 275UL de cloroférmio nas
amostras, cujas fases foram misturadas por inversdo dos tubos e centrifugadas por 30 minutos
a 10483 x g (12000 rpm). Apods a centrifugacdo, o maximo possivel de sobrenadante de cada
amostra (porcdo onde se encontra os acidos nucléicos) foi retirado e transferido para um tubo

novo, no qual foi adicionado igual volume de cloroférmio. As fases foram remisturadas por
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inversdo dos tubos e as amostras centrifugadas por 30 minutos com a mesma rotacdo. O
sobrenadante foi recuperado, transferido para um tubo novo e adicionado 1/10 do volume
recuperado de acetato de sdédio 3M (pH 7,0) e 1000 pL de etanol absoluto gelado.
Cuidadosamente as fases foram misturadas até que os pellets de DNA fossem visualizados. Em
seguida, as amostras foram incubadas até a manha seguinte (overnight) a -20°C para completa
precipitacdo dos acidos nucléicos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 20
minutos a 10483 x g (12000 rpm) e o etanol cuidadosamente vertido, de modo a evitar a perda
do pellet de DNA. Duas lavagens do DNA foram realizadas em seguida. Cada lavagem foi
composta pela adicdo de 1000 UL de etanol 70°GL e centrifugagdao por mais cinco minutos a
15306 x g (14500 rpm). As amostras de DNA foram mantidas em estufa a 37°C até a completa
evaporac¢do do etanol e, posteriormente, ressuspendidas em 50 pL de tampdo TE (10 mM de
Tris pH 8,0 e 1 mM de EDTA). Para a completa eluicdo, as amostras permaneceram em

temperatura ambiente por trés dias.

As amostras de DNA completamente eluidas foram quantificadas por meio da analise
da densidade Optica em biofotémetro (Eppendorf), método pelo qual o DNA absorve o
comprimento de onda de 260nm e as proteinas, de 280nm. A pureza das amostras foi
determinada pela razdo 260nm/280nm, sendo os valores ideais da razdo entre acidos

nucléicos/proteinas, aqueles que estavam entre 1,8 e 2,2 (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A integridade das amostras de DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8%, revelado com
o intercalante GelRed™ (1:300). A eletroforese foi conduzida em cuba horizontal, a 110 volts
por 50 minutos, usando tampdo TBE 1X (500 mM de Tris-HCI, 60 mM de acido bdrico e 83 mM
de EDTA). As imagens foram visualizadas e capturadas em transluminador com luz ultravioleta
do sistema DNR MiniBis Pro (GelCapture versdao 6.6). Posteriormente, aliquotas de todas as
amostras foram padronizadas a 50 ng.uL'1 de DNA e estocadas a -209C até o momento das

amplificagdes.
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3.3. Amplificagao dos Fragmentos do Gene da HSC70

3.3.1. Delineamento dos Oligonucleotideos

Para a amplificacdo e sequenciamento do gene da HSC70 do camarao M. amazonicum
foram testados dois pares de primers construidos a partir da sequéncia do gene da HSC70 da
espécie congenérica M. rosenbergii (camardo da Malasia), descrita por Liu et al. (2004) e
disponivel no GenBank sob o numero de acesso AY466445. Esta sequéncia foi utilizada como
referéncia, pois, conforme uma intensa busca nos bancos de dados genémicos, a sequéncia do
gene da HSC70 do camardo-da-amazoOnia (M. amazonicum) ainda ndo havia sido descrita até o

momento do inicio deste estudo.

Os pares de primers foram desenhados com o auxilio do programa Primer 3 (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). Como a regido escolhida para o estudo é maior do que 700 pb (tamanho
proximo ao limite para um bom sequenciamento), a sequéncia foi dividida em duas regides, o
gue permitiu a construcdo de dois pares de primers. Para tanto, teve-se o cuidado de manter
regioes de sobreposicdo dos fragmentos, para garantir que, durante a edicdo das sequéncias,

fosse possivel concatend-las sem que ocorresse a perda de parte da sequéncia (Figura 8).

A qualidade dos oligonucleotideos foi checada com auxilio do programa OligoAnalyzer
3.1. Para a selecdo dos primers alguns critérios foram seguidos como: o conteddo de bases CG
deveria compreender entre 40-60%; temperatura de melting ideal deveria corresponder a
aproximadamente 60°C; as extremidades dos primers deveriam conter CG; a diferenca da
temperatura de anelamento entre os primers forward e reverse nao deveria ser maior que 3°C
e a escolha de primers que formassem estruturas como hairpins, heterodimeros e/ou
homodimeros deveriam ser evitadas. Com relacdo a estas estruturas, a ferramenta
OligoAnalyzer fornece valores de AG (energia livre de Gibbs, que determina a espontaneidade
da reacdo) e de AH (entalpia, que determina a energia liberada ou absorvida durante a reacdo).
Para ambos os parametros, o ideal é que os valores sejam proximos ou maiores que zero,
indicando que a formagdo das estruturas ndo ocorrem espontaneamente (AG>0) ou que
necessitam receber energia para a sua formacdo (AH=0). Como nem sempre é possivel atender
a todas as exigéncias, portanto permitiu-se o uso de primers com estas estruturas desde que

estas fossem formadas a uma temperatura em torno de 30°C menor que a Tm (temperatura de
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melting) do primer desenhado, de modo que as rea¢Ges para a formacdo das estruturas ndo

competissem com a reacao de anelamento entre a fita molde e os primers.

Depois de escolhidos os pares de primers (Quadro 1) checou-se a especificidade de
modo a garantir que estas sequéncias se hibridizem na regido de interesse. A especificidade dos

primers foi verificada com o auxilio da ferramenta Nucleotide BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).

Figura 8 - Estrutura do gene da HSC70 do camardo da Maldsia (M. rosenbergii), descrita por LIU

et al. (2004).
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aaaagtcgct
tttgtgtttt
tgatctagga
tgccaacgac
ccttattggt
tgccaaacgg
ttggcctttt
tgaaacgaaa
aactgcagag
cttcaatgat
ccttcggatc
TGGAGGAGAa
tctaaccatt
tggtgaagat
caaaaaagat
tgcaaagcgc
gggtactgat
gttccgtggt
acagattcat
actgcaagat
AGCatgtggt
agatctgctt
tatgacggca
cacttattca
gacaaaggat
aggagtgcca
tgctgcggac
cctcagtaaa
tgagaagcaa
gaagtccacc
gataatggaa
ggaagagtat
aatgtatcaa
accaggtggt
ttaaattatt
ctttatttgt
tattgaatga
acatttttat
tggctgtaga
ctgttattga
atgttcattc

ctcgctcagt
ccatcgtttt
actacatact
cagggcaacc
gatgctgcca
ctcattggcc
actgtcataa
acatttttcc
gcattcctgg
tctcagcgtc
attaatgagc
cgcaatgttt
gaggatggaa
tttgataaca
ccctctgaga
actctttcag
ttttacacat
acccttgagc
gacattgttc
ttcttcaatg
gctgctgtAC
ctcttggatg
ctcattaaac
gacaatcagc
aacaacctcc
caaattgaag
aagtcaactg
gaagaaattg
cgtgatcgca
gtggaagatg
gcttgcaatg
gagcataaat
gcagctggtyg
ggtgctgcac
ttccttaaca
atcattattt
gttttgatat
tgtttgttaa
tagcctatac
gttttcagaa
aaaaataaat

tgtacgaggc
aaagtcgaaa
cgtgtgtcgg
gaaccacccc
agaatcaggt
gaaagtttga
atgataatac
cagaagaaat
gcagcactgt
aagctaccaa
ctactgctgc
tgatctttga
tttttgaggt
gaatggtaaa
acaaacgtgc
cctctgccca
cggttactcg
ctgtagagaa
ttgttggagg
ggaaagaact
AGGCAGCTAT
ttacacctct
gtaacaccac
ctggtgtgtt
tgggtaaatt
tgacttttga
gtaaggagaa
aacgtatggt
ttgcagcaaa
acaaGTTTAA

acgtcggttg
catcatggcg
agtgttccag
ttcgtatgtc
ggccatgaac
tgacggtgtt
taagccaaaa
ttcatcaatg
gaaagatgct
agatgcaggg
tgccatcgct
tcttggtggt
aaaatccaca
tcacttcatt
tcttcgcegt
agcaagtatt
tgcaaggttt
atccctgaga
atccactagg
gaataaatct
TTTGTGTGgt
gtctcttggt
aatcccaacc
aattcaagtt
tgaactctct
tattgatgcc
caaaatcaca
tcaagaagct
gaatagtttg
GGACAAGGTG

ttgaaggtgt
aaatcagctg
catggcaaag
gccttcacag
cccaacaaca
gttcagtctg
attcaagtag
gttctaatta
gttattactg
acaatctctg
tatggcttag
ggcacttttg
gctggtgata
caagagttca
ctccgtactg
gaaattgatt
gaggagttgt
gatgccaaaa
attcccaaga
atCAATCCAG

tgttggtcgg
ctgttgggat
ttgagatcat
acacagagcg
ctgtatttga
acatgaagca
attacaaggg
aaatgaaaga
ttcctgcecta
gtctgaatgc
acaaGAAGGT
atgtgtcaat
ctcacttggg
agcgaaagta
cttgtgagcg
ctttgtatga
gtggtgactt
tggataaggc
ttcagaaatt
ATGAAGCTGT

gataaatctg
attgaaactg
aagcagactc
tatgaaggag
ggtattcctc
aatggtatcc
atcacaaatg
gaaaagtaca
gaatcttact
CCagaggagyg

atgccatcaa
tgaaggaaat
gtgcccctcc
ctggtggtgg
aacaatctct
tatttctgaa
acatgttttg
gatatgcaga
aaagcagagt
aacttggaac
tttttagtaa

atggctggat
agaacaaatc
aggtggtatg
ttcctctggce
ttggcttttg
tatgcagttg
ttttgtaatc
ttttcaaact
acttaggtat
tacttgattt
tcaaaaaaaa

tctaatcagce
tgcaatccca
ccaggtggct
ccaaccattg
cagtttattt
tcttgaatgt
tttcattata
tcaaattatt
ttgtttcttt
tcagcatatt
aaaaaaaa

aggctgtgca
ctggaggagt
agacattcac
agcgtgcaat
cagctccacg
tgaatgtgtc
acaagggtcg
aagctgatga
gcttcaacat
atcgcaacaa
tgggagagaa
tcatcacaaa
tcccaggtgce
aagaagtaga
ataaatttta
cgtgccaaat
taatatttac
aatcatattt
caccaaagaa
agcaattact

Regido em negrito e caixa alta: par de primers HSC70-P1; regido grifada e em caixa alta: par de primers HSC70-P2;
regido sombreada em cinza claro: regido amplificada equivalente aos dois fragmentos; regido sombreada em cinza
escuro: regido de sobreposicao dos fragmentos.
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Quadro 1 - Sequéncias dos primers delineados para as amplificagdes de PCR dos fragmentos do
gene da HSC70 de M. amazonicum e suas respectivas posicdes de complementariedade na
sequéncia-referéncia, tamanho esperado do fragmento e temperatura de anelamento (Ta).

Sequéncia Posicdo na sequéncia | Tamanho do Ta
Primer
(5" - 3 referéncia fragmento (pb) | (°C)
HSC70-P1F GAAGGTTGGAGGAGAACGCA 655 584 55
HSC70-P1R CACACAAAATAGCTGCCTGT 1239
HSC70-P2F CAATCCAGATGAAGCTGTAGC 1182 600 55
HSC70-P2R GGCACCTTGTCCTTAAAC 1782

3.3.2. Reagdio em Cadeia da Polimerase

Os primers delineados a partir da sequéncia do gene da HSC70 do M. rosenbergii,
foram utilizados para descrever parte da sequéncia do referido gene no M. amazonicum,
através da amplificacdo cruzada. O DNA genomico foi amplificado em um volume de reacdo de
25 UL, com mix de PCR constituido por tampdo Tris-KCl 1X (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCI 50
mM), 2,0 mM de MgCl, (50 mM), 0,35 UM de primers, 0,25 mM de dNTPs, 0,5 unidade de Tag

DNA Polimerase Platinum (Invitrogen) e 50 ng de DNA molde.

As amplificagdes por PCR foram conduzidas em termociclador (Veriti - Applied
Biosystems) programado para 35 ciclos, com um passo inicial de desnaturacdo a 95°C por cinco
minutos e um passo final de extens3o a 72°C por 10 minutos. Cada ciclo foi constituido por: 30
segundos a 94°C; 45 segundos na temperatura de hibridizacdo de cada par de primers (Quadro

1); e, finalmente, um minuto a 72°C.

Todos os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com
GelRed™ (1:300) e comparados com o padrdo de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). A
eletroforese foi conduzida em cuba horizontal, a 90 volts por 40 minutos, com meio condutor
de corrente elétrica tampao TBE 1X (500 mM de Tris-HCI, 60 mM de acido bdrico e 83 mM de
EDTA). Em seguida, os géis foram expostos a luz ultravioleta e as imagens foram capturadas

pelo sistema DNR MiniBis Pro (GelCapture versao 6.6).
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3.4. Sequenciamento dos Fragmentos do Gene da HSC70

3.4.1. Purificagéo dos Produtos de PCR

Os produtos da amplificacdo dos fragmentos do gene da HSC70 foram submetidos a
purificacdo com Polietileno Glicol 8000 (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2001), a fim de
retirar os componentes da PCR que poderiam interferir na qualidade do sequenciamento
destes produtos. Para tanto, foi adicionado 25 uL de solucdo PEG (PEG 8000 20% NacCl 2,5M) ao
produto de PCR (volume/volume), o qual foi incubado em termobloco (Eppendorf) por 30
minutos a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 1268 x g
(3000 rpm) durante 30 minutos e todo o sobrenadante foi descartado por inversdo da placa.
Adicionou-se 125 pul de etanol 80°GL gelado aos pellets e uma nova centrifugacdo a 1268 x g foi
realizada por 30 minutos. As amostras foram colocadas para secagem em estufa a 37°C por
tempo suficiente para evaporac¢do completa do etanol. Em seguida, adicionou-se 20 uL de agua
ultrapura autoclavada e as amostras foram deixadas em temperatura ambiente overnight para

a total eluigao dos pellets.

Os produtos de PCR foram quantificados em gel de agarose 1,0%. Sendo assim, 1,0 uL de
cada amostra foram ladeados com o padrao de peso molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen) para comparac¢do. Depois destes procedimentos, as amostras foram armazenadas

em freezer a -20°C até o envio para sequenciamento.

3.4.2. Sequenciamento dos Produtos de PCR

Os produtos da amplificacdo dos fragmentos do gene da HSC70 foram submetidos ao
sequenciamento direto (concentragdo minima de 30 ng/ulL) das fitas senso e antissenso,
realizado pela técnica de terminacdo em cadeia (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). O
sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa sul-coreana Macrogen Inc., a qual

utiliza o sequenciador automatico 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems).
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3.5. Analises in silico das Sequéncias

3.5.1. Sequéncias Nucleotidicas

Os eletroferogramas obtidos a partir do sequenciamento automatico foram editados
no programa Geneious 5.6.4, no qual é possivel verificar a viabilidade dos fragmentos
sequenciados através da qualidade dos picos dos eletroferogramas apresentados, bem como
utilizar-se de ferramentas de alinhamento e concatenacdo de sequéncias (obtencdo de

“contigs”) e obtencdo de sequéncias consenso.

Durante a edigdo, primeiramente obteve-se a sequéncia reversa complementar para
aqueles sequenciamentos que foram realizados com o primer reverse, ou seja, a fita antissenso
(3’-5’) foi convertida em fita senso (5’-3’). De posse de todas as sequéncias dispostas no sentido
5’-3’, foi feito o alinhamento multiplo de todas as amostras a fim de verificar possiveis erros de
sequenciamento e elimina-los. Para tal procedimento, lancou-se m3o do uso da ferramenta
ClustalW (HIGGINS; SHARP, 1988), implementada no pacote Geneious. Além disso, as
sequéncias dos primers foram localizadas nas sequéncias, e a regido anterior ao primer forward
e a posterior ao primer reverse foram excluidas. O passo seguinte foi obter uma sequéncia
consenso e o contig para cada amostra. E entdo, finalmente gerou-se uma sequéncia consenso
para a regido a ser estudada do gene da HSC70 do camardo-da-amazo6nia. Esta ultima etapa da
edicdo corresponde a forma como a sequéncia foi depositada no banco de dados do NCBI,

GenBank.

O procedimento Nucleotide BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi utilizado como uma
primeira verificagao se as sequéncias obtidas para o M. amazonicum neste estudo tratavam-se

do gene HSC70.

Depois de uma primeira estimativa de identidade da sequéncia obtida neste trabalho,
as sequéncias do gene da HSC70 de M. amazonicum foram comparadas com outras espécies
através do programa Clusta/lW. Nesta analise comparativa utilizou-se a espécie-referéncia M.

rosengerbii e a sequéncia do camarao de agua-doce M. nipponense.

A sequéncia parcial do gene da HSC70 do camardo-da-amazonia foi depositada no

banco de dados genéticos GenBank, cujo numero de acesso é indicado no Quadro 2.
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3.5.2. Sequéncias Peptidicas

A sequéncia consenso gerada para o gene HSC70 foi traduzida através da ferramenta
BLASTx (ALTSCHUL et al., 1990). Além da traducdo virtual, este procedimento forneceu o frame

de leitura da sequéncia.

A sequéncia de aminodcidos predita foi alinhada com a sequéncia da proteina HSC70 de
M. rosenbergii (ClustalW) a fim de comparar a regido sequenciada com a proteina da espécie

congenérica, confirmando a identidade do produto génico em questao.

Embora neste trabalho ndo esteja sendo trabalhado com a sequéncia completa de
aminodcidos da HSC70 do camarao-da-amazodnia, procedeu-se uma analise que prevé os locais
funcionais ou dominios na sequéncia de aminodcidos. Esta previsao foi realizada com o auxilio

do software Motif Search.

Além da comparagdao por alinhamento multiplo entre as espécies do género
Macrobrachium, buscou-se confirmar a identidade da sequéncia trabalhada neste estudo
através da deducdo de relacbes genéticas destas sequéncias com 10 sequéncias peptidicas dos
genes da HSP70 e da HSC70 de crustaceos. O grupo externo utilizado foram as sequéncias
peptidicas da Drosophila melanogaster. Todas estas sequéncias foram obtidas no GenBank,

cujos numeros de acessos estdo disponiveis no Quadro 2.

Nesta anadlise, os dendrogramas foram produzidos usando o programa MEGA 5.
(TAMURA et al., 2011). As arvores de relagdes genéticas foram determinadas utilizando o
método de distancia de neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) e as distancias genéticas
calculadas pelo modelo de p-distancia. A importancia relativa da ordem de ramificagdao foi

avaliada por bootstrapping (1000 repeticGes).
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Quadro 2 - Sequéncias dos genes de membros da familia da HSP70 utilizadas no presente

trabalho.
Numero de
Espécie Molécula HSP70 acesso no Referéncia
GenBank
M. rosenbergii Constitutiva AY466445 LIU et al. (2004)
M. rosenbergii Induzivel AY466497 LIU et al. (2004)
M. nipponense Constitutiva DQ660140 XIE et al. (2006)- ndo publicado
M. amazonicum * JX948079 Presente trabalho
M. ensis Constitutiva DQ486134 XIE et al. (2006)-ndo publicado
P. monodon Constitutiva EF472918 LO et al., (2004)
L. vannamei Constitutiva EF495128 WU et al. (2008)
F. chinensis Induzivel FJ167398 LUAN et al. (2010)
F. chinensis Constitutiva AY748350 JIAO et al. (2004)
C. quadricarinatus Induzivel HM800921 FANG et al. (2012)
P. trituberculatus Induzivel FI830635 CUl et al. (2010)
D. melanogaster Constitutiva L011500 RUBIN et al. (1993)
D. melanogaster Induzivel AE014297 -

(*)Sequéncia proveniente do presente estudo.

3.5.3. Prospec¢do dos SNPs

A descoberta de um SNP por analise de resultados de sequenciamento de nucleotideos
consiste na identificacdo de dois picos sobrepostos em uma mesma posicdo do
eletroferograma, cuja presenca é interpretada como um polimorfismo de um individuo
heterozigoto. Esta metodologia permite a identificagao de polimorfismos, pois ha a analise dos
sinais expressos no sequenciamento do material genético e detecta-se a variagdo dos sinais de
fluorescéncia dos cromatogramas, procurando por reduc¢des nas regides do pico do sinal onde

uma segunda base foi detectada.

As sequéncias obtidas neste trabalho foram analisadas com o auxilio do programa
Geneious. Neste programa estda implementado o algoritmo de nomeagdao de bases do Phred

(EWING, et al. 1998; EWING; GREEN, 1998), o qual, a partir dos dados brutos do sequenciador,
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atribui a chance de cada base estar incorreta. Um valor de qualidade de Phred igual a 10
representa que aquela base tem uma chance em dez de estar incorreta (10%). Como o valor
estd em escala logaritmica, um valor de Phred 20, significa que aquela base tem uma chance
em cem de estar incorreta (1%) e um valor de 30 representa uma chance em mil (0,1%).
Frequentemente, aceita-se que um valor de Phred igual a 20 é suficiente para aceitar uma base

como real.

De posse desta ferramenta de bioinformatica, primeiramente as sequéncias foram
alinhadas par a par (sequéncia senso com a antissenso, de cada individuo e de cada fragmento
separadamente) e analisadas individualmente para checar a qualidade dos dados brutos. As
amostras que apresentaram sequéncia com baixa qualidade (High Quality HQ<80%) foram

ressequenciadas.

As sequéncias também foram editadas retirando-se as extremidades onde o sinal de
sequenciamento é ruim e em seguida, os eletroferogramas da regido HSC70-1 e HSC70-2 foram
concatenados de modo a reduzir o trabalho durante as analises visuais das sequéncias. Durante
esta edicdo das sequéncias, as bases que continham picos sobrepostos foram codificadas com

codigo de degeneracdo de bases (IUPAC), conforme mostrado no Quadro 3.

Quadro 3 - Cadigo de degeneracdo de bases, conforme discriminacdo da International Union of
Pure and Applied Chemistry, IUPAC.
Cdédigo de degeneracdo das bases
Cddigo Variagao
A
T
C
G
AG
CT
AC
G,T
G,C
AT
ACT
G,T,C
G,CA
GAT
AC,GT

Zzo<|wITz|vIRZ<|ZO|O|T|>
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A comparacdo das sequéncias do gene HSC70 e busca por SNPs na populacdo de
camardo-da-amazonia foi feita por similaridade com a sequéncia consenso de parte do gene da
HSC70 do M. amazonicum obtida neste trabalho. Este procedimento consiste no alinhamento
multiplo e global das sequéncias (ClustalW), o qual possibilitou também a verificagdo e

descricao do posicionamento dos SNPs.

Desse modo, em cada individuo, os polimorfismos foram buscados por meio de
minuciosa inspec¢do visual. Cada par de bases na qual ocorreu a sobreposicio de pico no
eletroferograma da fita senso foi conferido na fita antissenso e vice-versa. Sendo assim, se a
sobreposicdo de picos estivesse presente em somente uma das fitas, considerou-se um artefato
de sequenciamento e ndo um polimorfismo. Na Figura 9 estdo representados os
eletroferogramas dos segmentos HSC70-1 (a) e HSC70-2 (b), contendo um polimorfismo na

sequéncia forward e a sua confirmacdo na sequéncia reverse.

Figura 9 - Identificagdo dos SNPs através de alinhamento dos eletroferogramas e busca por
picos de sobreposicdo de sinais de fluorescéncia em M. amazonicum.

a.

Consensus
Identity

FWO consen...

FuD 2

REV 2

Fwo 10

REV 10

b.

Consensus
Identity

FUD IND 44 MO...

REVIND 44 M...

FUD IND 46 MO...

REVIND 46 MO..
(a) Representa o eletroferograma parcial do fragmento ampllflcado com o par de primers Hsc70-P1, podendo ser
observado um heterozigoto para a troca de uma citosina para uma adenina na posi¢do 424 pb. (b) Representa o
eletroferograma parcial do fragmento amplificado com o par de primers Hsc70-P2, podendo ser observado um
heterozigoto para a troca de uma adenina para uma guanina na posi¢do 229 pb e um para a troca de uma timina
para uma citosina na posi¢do 253 pb. Em a e b a confirmagao dos SNPs é feita na sequéncia reverse.
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Identificados os SNPs e o seu posicionamento conforme a sequéncia descrita para o
gene da HSC70 padronizou-se a nomenclatura destes SNPs. Esta denominacdo foi feita de
acordo com as bases nucleotidicas envolvidas na substitui¢ao e a posicao de ocorréncia do SNP.
Sendo assim, por exemplo, um SNP constituido pela troca de uma adenina por uma guanina na

posicao 295 da sequéncia foi nomeado como A295G.

Uma sequéncia hipotética contendo as variantes polimdrficas para parte do gene da
HSC70 foi criada. Esta sequéncia foi submetida a traducdo (Geneious) e entdo, o segmento
proteico obtido foi alinhado (ClustalW) contra a sequéncia de aminoacidos descrita
anteriormente. Este procedimento permitiu verificar se os SNPs s3ao sinbnimos ou nao-

sinbnimos.

3.6. Analises Estatisticas

3.6.1. Prospec¢co de SNPs no gene da HSC70 do camardo-da-amazdbnia

(Macrobrachium amazonicum)

As frequéncias alélicas dos SNPs identificados nas populagdes de M. amazonicum
foram determinadas através do programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE, 2012). Este
programa, no caso de dados codominantes, determina a frequéncia dos alelos por contagem da

proporcdo dos diferentes alelos.

O célculo de eventuais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi obtido pelo
algoritmo Cadeia de Markov-MonteCarlo (MCMC), feito por meio do programa Genepop
(RAYMOND; ROUSSET, 1995). A correcao sequencial de Bonferroni (RICE, 1989) foi utilizada

para corrigir os intervalos de significancia para o teste de desvios do EHW.
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3.6.2. Associagdo de SNPs do Gene HSC70 a Caracteristicas de Interesse Zootécnico do

Camardo-da-Amazénia (Macrobrachium amazonicum)

3.6.2.1. Variaveis da qualidade da dgua

Os dados de cada varidvel de qualidade de agua obtidos nas cinco unidades
experimentais de cada tratamento foram agrupados e, a partir dai, determinou-se a média, o
desvio-padrao e os valores minimo e maximo. As médias foram comparadas por Andlise de

Variancia (ANOVA) pelo teste F, ao nivel de 5% de significancia (P < 0,05).

3.6.2.2. Estatistica descritiva das informagdes fenotipicas
3.6.2.2.1. Estrutura demografica

Foram determinadas as frequéncias absoluta e relativa de cada morfotipo de machos e
de cada grupo demografico de fémeas em cada biometria ao longo do cultivo e na despesca.
Entdo, foram calculadas a média e o desvio padrao para cada tratamento. A variagao temporal
da frequéncia relativa de cada grupo foi estudada por andlise gréafica, enquanto que a
frequéncia relativa de cada grupo na populacdo no momento da despesca foi submetida a
ANOVA pelo teste F. Ressalta-se que, para a realizacdo da ANOVA, os dados foram previamente
testados quanto a normalidade de sua distribuicao e, quando este critério nao foi satisfeito,
realizou-se a transformacdo arco seno Vx. Contudo, os valores originais s3o apresentados para

facilitar a interpretagao.

3.6.2.2.2. Desempenho zootécnico

Apds quatro meses de cultivo foi realizada a despesca. Para a analise dos dados
fenotipicos, utilizaram-se todos os animais da densidade 40 e cerca de 30 animais da densidade
200, totalizando um tamanho amostral de n=266. A sobrevivéncia em cada tratamento foi
estimada pelo quociente entre o nimero de animais despescados e o numero de animais
estocados. Os valores de sobrevivéncia foram submetidos a transformacdo arco seno Vx para a

realizacdo da ANOVA. O valor de significancia considerado foi P < 0,05.
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Foram determinadas a média geral da populacdo para cada um dos caracteres
avaliados, a média dos caracteres de cada tratamento e a média dos caracteres de cada
morfotipo dos machos e de cada grupo demografico de fémeas. Os efeitos da densidade de
estocagem (equacdo 03), bem como dos morfotipos masculinos e dos grupos demograficos de
fémeas (equacdo 04) foram estimados através do procedimento Proc. Mixed do pacote SAS

(SAS Institute Inc., 2000), pelos modelos lineares mistos:

yl-j=,u+Dl-+Tj+ei]- Eq03

yij=u+GDj+Tj+el-j Eq04

Em que y;; € a caracteristica mensurada de nth individuos; u € a média global para a
caracteristica; D; é o efeito fixo da densidade de estocagem i (i = 1, 2), GD; é o efeito fixo da
classe demogréficai(i=1, 2) e T; é o efeito aleatorio da réplica j (i=1,2,..,10); e e;j € o erro
residual de nth individuos. As declaracbes de diferencas significativas foram baseadas na

aceitacdo de P <0,05.

Para a determinacdo das relagdes existentes entre as varidveis, utilizou-se o teste
estatistico de correlacdo de Pearson (r), tendo como objetivo determinar até que ponto os

valores de uma variavel estdo correlacionados com os de outra variavel.

3.6.2.2.3. Genotipagem dos SNPs e frequéncias alélicas

Conforme ja descrito na se¢ao 3.6.1, as frequéncias alélicas dos SNPs foram calculadas
através do programa GenAlEx 6.5. e os desvios do EHW foram calculados no programa
Genepop. A correcdo sequencial de Bonferroni foi utilizada para corrigir os intervalos de

significancia para o teste de desvios do EHW.

Os valores de frequéncia alélica foram determinados também de acordo com a
densidade de estocagem e com a classe demografica. As diferencas estatisticas entre os grupos

foram testadas pelo teste F, considerando-se o nivel de significancia de P < 0,05.
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3.6.2.2.4. Reconstrugao dos haplétipos e frequéncias haplotipicas

Como os gendtipos inferidos no presente trabalho possuem fase gamética
desconhecida, isto quer dizer que, caso um individuo seja heterozigoto em mais de um sitio da
sequéncia estudada, ndo é possivel especificar diretamente quais alelos destes sitios ocorrem
em um mesmo cromossomo. Para tanto, na definicdo da fase utilizou-se a inferéncia estatistica
dos haplétipos implementada através do algoritmo Phase (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001)
incluso no software DnaSP 5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009). O Phase usa a estatistica Bayesiana
associada aos conceitos da teoria da coalescéncia para reconstruir os haplotipos mais provaveis
para cada genotipo da amostra. Assim como outros métodos de estimativa de frequéncias
haplotipicas, o algoritimo do Phase usa as frequéncias dos homozigotos presentes na amostra.
Entretanto, baseado na teoria da coalescéncia o programa também considera a semelhanca ao
nivel de sequéncia de DNA de toda a amostra ao calcular as probabilidades dos haplétipos
serem reais (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001). A aceitagdo dos pares de hapldtipos

reconstruidos para cada individuo foi baseada em valores de probabilidade superiores a 70%.

Anteriormente a reconstrugdao dos hapldtipos foi verificada a possibilidade de eventos
de recombinacdo na regido do gene estudada, os quais poderiam vir a interferir na
determinacdo dos hapldtipos. Essa verificacdo foi feita através do programa RPD4 (MARTIN et
al., 2010). O algoritmo implementado neste software compara as sequéncias e avalia se as
substituicGes sdo uniformemente distribuidas. A ndo uniformidade na distribuicio das

substitui¢des é assumida como evidéncia de recombinagao.

Determinou-se, por contagem direta, a frequéncia absoluta e depois calculou-se a
frequéncia relativa dos haplétipos para cada densidade e cada classe demografica. Assim como
para as frequéncias alélicas, a diferenca estatistica para as frequéncias haplotipicas foi testada

pelo teste F (P < 0,05).

3.6.2.2.5. Associagdo dos genodtipos SNPs com as caracteristicas fenotipicas

Testes de analise de variancia (ANOVA) para a associacdo dos gendtipos com as
caracteristicas de produgao do camardo-da-amazonia foram ajustadas a partir do seguinte

modelo misto, a partir do procedimento Proc Mixed do pacote SAS (SAS Institute Inc., 2000):
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Yi]'kl =:u+Dl+GD]+Tk+Gl+el]kl Eq 05

Em que y;ji; € a caracteristica mensurada de nth individuos; p € a média global para a
caracteristica; D;, GD; e G, sdo os efeitos fixos da densidade de estocagem i (i = 1, 2), dos
grupos demograficosj (j = 1, 2,...,5) e dos gendtipos SNPs / (I = 1, 2 ou 3 correspondendo a e.g.
G/G, G/A, ou A/A), respectivamente; T} é o efeito aleatdrio da réplica k (k =1, 2, ..., 10); e e;j;

€ o erro residual de nth individuos.

As classes demograficas e os gendtipos (homozigotos para o alelo variante) que foram
pouco representados no estudo foram excluidos das analises estatisticas. Os efeitos estatisticos

dos SNPs foram baseados na aceitacdo de P <0,05.

3.6.2.2.6. Associac¢do dos hapldotipos SNPs com as caracteristicas fenotipicas

Para as analises de associacdo entre as caracteristicas e os haplétipos foi usado um

modelo misto similar, também analisados através do Proc Mixed do SAS:

Yijkl :.u+Di+GDj+Tk+Hl+eijkl Eq. 06

Em que H; é o efeito fixo dos hapldtipos / (I = 1, 2, ..., 12). As demais varidveis estdao

descritas junto ao modelo anterior.

Os hapldtipos que foram pouco representados no estudo foram excluidos da analise. O

efeito estatistico dos hapldtipos foi baseado na aceitacdo de P <0,05.

3.6.3. Diversidade e Estrutura¢do Genética de Populagbes de Camardo-da-Amazénia

(Macrobrachium amazonicum) Baseada em SNPs no Gene da HSC70

Para analisar a variabilidade intrapopulacional, primeiramente, utilizou-se o nimero

de alelos (Na), frequéncias alélicas e os valores da heterozigosidade esperada (He) e observada
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(Ho), todos calculados no programa GenAlex 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). As probabilidades
para os eventuais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrios de ligacdo
entre os pares de locos SNPs foram obtidas através do programa Genepop (RAYMOND;
ROUSSET, 1995). O teste de EHW para deficiéncia de heterozigotos foi calculado usando o
algoritmo Cadeia de Markov de Monte Carlo (MCMC) e a corregdo sequencial de Bonferroni foi
utilizada para corrigir os intervalos de significancia. Os calculos para os desequilibrios de ligacao
entre os pares de SNPs foram baseados na estatistica log-likelihood ratio, também usando o
método da Cadeia de Markov. Além destes dois testes, os desvios puderam ser analisados pelo
calculo do indice de endocruzamento Fis, juntamente com os valores de probabilidade para o
excesso (pL) e para o déficit de heterozigotos (pS). O Fis é a correlacdo de genes dentro de
individuos dentro de populagdes (WRIGHT, 1951, 1965). Uma vez que, quando Fis é negativo,
existe um excesso de heterozigotos e quando é positivo existe uma deficiéncia de heterozigotos
na populacdo, essa estatistica descreve a intensidade e o sinal do desvio ao equilibrio. A
hipdtese nula (pL e pS > 0,05) nesse tipo de analise é a de que o loco analisado encontra-se em
equilibrio. O indice de endocruzamento e os valores pL e pS foram obtidos através do programa
FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2001) e os valores pL e pS foram corrigidos conforme a corregdo

sequencial de Bonferroni.

Em segundo, a variabilidade intrapopulacional foi analisada através da estimativa da
frequéncia dos haplétipos, valores de diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (rt) de cada
populacdo. A reconstrucdo dos hapldtipos foi conduzida através do algoritmo Phase
(STEPHENS; SMITH; DONELLY, 2001) incluso no software DnaSP 5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009). A
aceitacdo dos pares de haplotipos reconstruidos para cada individuo foi baseada em valores de
probabilidade superiores a 70%. Anteriormente a este procedimento, foram realizados os
testes de recombinacdo no programa RPD4 (MARTIN et al., 2010). As frequéncias haplotipicas
foram calculadas com o auxilio do programa Arlequin 2.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Os valores
de diversidade haplotipica e nucleotidica foram obtidos pelo programa DnaSP 5.10 (LIBRADO;

ROZAS, 2009). Realizou-se o teste Z (Z =%, em que: SE representa a erro padrdo; e

Z>1,96 é significativo ao nivel de 5%) para determinar a significancia das diferencas dos

valores de diversidade (haplotipica e nucleotidica) entre as duas populagdes.
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Para a andlise de estrutura populacional, calculou-se o indice de fixacdo de Wright (Fsr)
no Arlequin 2.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Este indice verifica a diferenciacdo genética entre as
populacdes definidas a priori. O Fst é definido como a correlacdo entre gametas tirados ao
acaso da mesma subpopulacdo em relacdo ao total (WRIGHT, 1951, 1965). Um alto valor de Fst
indica que ha baixa variagao genética em uma populagao local em relagdo a populagao total,
enguanto que valores pequenos indicam muita varia¢do local em relacdo ao total (TEMPLETON,
2011). Nas analises a seguir, a magnitude de fixacdo genética entre as duas populacdes foi
determinada segundo a definicdo de Wright (1978), que caracteriza como baixa a diferenciacdo
com valores de Fst entre 0 e 0,05, moderada o Fst entre 0,05 e 0,15, alta com Fst entre 0,15 e
0,25 e muito alta com Fst > 0,25. Ainda para verificar a estruturacdo populacional, realizou-se a
Andlise de Varidancia Molecular (AMOVA) no Arlequin 2.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Esta analise
permite verificar a particao da variancia entre e dentro das populagdes.

E por fim, efetuou-se uma anadlise de agrupamento bayesiana no software Structure
2.3 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) para inferir, sem informacdo a priori, o nimero
mais provavel de subpopulacbes. Este programa utiliza o método bayesiano de agrupamento,
juntamente com o algoritmo MCMC. A anadlise para a inferéncia do numero de populagdes tem
como premissas o equilibrio de Hardy-Weinberg e a auséncia de desequilibrio de ligacdo dentro
das populacGes. Testes de atribuicdo sdo realizados, para que cada individuo seja alocado em
diferentes grupos independentemente. A partir destes testes, o numero de populacdes (K) é
definido de forma que os desequilibrios de HWE e de ligacdo sejam minimos. Apds as analises,
o programa nos fornece graficos de barra que variam entre dois extremos: a representacao de
uma populacdo estruturada (Figura 10) e de uma populagdo ndo estruturada (Figura 11). Os
graficos sao interpretados da seguinte forma: cada cor representa uma populagdo e finas
barras verticais representam os individuos. Em uma populacdo estruturada, os individuos tém
uma probabilidade elevada de pertencer a apenas uma das populacdes, enquanto que em uma
populacdo ndo estruturada, os individuos possuem probabilidades semelhantes de pertencer a

qgualquer uma dessas populagdes.
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Figura 10 - Exemplo de um teste de atribuicdo, obtido pelo Structure, representando uma
populagdo estruturada, com K=5.
030
040

040

Os individuos sdo representados por barras verticais e as populagdes por cores distintas.

Figura 11 - Exemplo de um teste de atribuicdo, obtido pelo Structure, representando uma
populacdo ndo estruturada, com K =5.
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Cada individuo, representado por uma barra vertical, possui a mesma probabilidade de pertencer a qualquer uma
das populagGes, representadas pelas cores distintas.

O numero de populagdes (K) foi estimado pelo modelo admixture, o qual é apropriado
para populacdes que apresentaram ou ainda apresentam fluxo génico em taxas suficientes para
qgue os individuos possam ter ancestrais de mais de uma populagdo. E, simultaneamente, o
modelo de alelos correlacionados, que pressupde que as populagdes divergiram de um
ancestral comum e que as diferengas em suas frequéncias alélicas sdao o resultado de deriva
gue ocorreu desde sua divergéncia (MARTIEN et al., 2007). Foram realizadas seis corridas
independentes de 1.000.000 gera¢des de MCMC e 100.000 geragdes de burnin, variando K de 1
a 5. O numero real de populag¢des foi escolhido pelo valor de K que maximiza a probabilidade
de os dados pertencerem ao numero estimado de populacdes, que, de acordo com Pritchard,
Stephens e Donnelly (2000), equivale ao maior valor de Ln(P(X|K)) (probabilidade de observar

os dados (X) condicionada ao numero de populagdes (K)).



RESULTADOS E DISCUSSAO



PROSPECCAO DE SNPs NO GENE DA HSC70 DO CAMARAO-DA-
AMAZONIA (Macrobrachium amazonicum)
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4.1. Prospeccao de SNPs no Gene da HSC70 do Camardao-da-Amazonia

(Macrobrachium amazonicum)

4.1.1. Descrigéo do Fragmento do Gene da HSC70

O DNA extraido do tecido muscular do camarao-da-amazoénia apresentou razao entre
as absorbancias de 260nm e 280nm variando de 1,6 a 2,3. Estes valores estdo proximos aos
recomendados por Ferreira e Grattapaglia (1998) e indicam que ndo houve excesso de proteina

gue pudesse interferir a amplificacdo e sequenciamento das amostras.

Conforme a analise em gel de agarose, o DNA apresentou-se integro, ndao havendo

degradacao do mesmo na maioria das amostras.

Dois pares de oligonucleotideos desenhados especificamente para amplificar regides
(HSC70-1, HSC70-2) da forma constitutiva do gene da proteina do estresse térmico de 70 KDa
no M. rosenbergii foram eficientes na amplificacdo de dois fragmentos correspondentes do
referido gene no M. amazonicum. A amplificacdo com estes pares de primers ndo resultou em

bandas espurias.

A utilizacdo de ferramentas de bioinformadtica para o delineamento de primers e
verificacdo da qualidade dos mesmos é de grande valia para pesquisas em biologia molecular,
sendo o passo chave para a amplificacdo satisfatdria durante a PCR. Este é um procedimento
relativamente simples, levando um pouco mais de tempo somente na etapa de buscas de

sequéncias-referéncia no banco de dados de interesse.

A disponibilidade de excelentes programas gratuitos na internet, torna o trabalho de
construcdo de primers mais facil e com resultados consistentes, fazendo com que seu uso possa

ser implementado de maneira rdpida, economizando tempo e recursos.

De posse destas ferramentas de bioinformatica, no presente trabalho, teve-se o
cuidado de evitar a formagao espontanea de estruturas secundarias nos primers, produzidas
por interacOes intermoleculares (self-dimer) ou intramoleculares (hairpin). Estas estruturas

podem afetar a temperatura de anelamento e consequentemente a amplificagdao, reduzindo a
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disponibilidade de primers para a reacdo. Desse modo, destaca-se que a escolha adequada de
primers é um fator que influencia diretamente a qualidade da PCR e prejuizos consideraveis
ocorrem quando sdo empregados indevidamente, acarretando resultados inespecificos, perda

de reagentes quimicos e horas de trabalho desperdicadas (RYCHLIK, 1993).

A amplificacdo com os dois pares de primers foi positiva nas 48 amostras usadas para
descrever parte do gene da HSC70 no camarao-da-amazénia. Conforme esperado, baseando-se
no posicionamento dos primers na sequéncia-referéncia deste estudo, os amplicons obtidos

com os pares de primers HSC70-P1 e HSC70-P2 foram de aproximadamente 600 pb (Figura 12).

Figura 12 - Gel de agarose a 1,5% corado em GelRed, contendo os fragmentos do gene da
HSC70 em M. amazonicum.

M, 303 “2-3":4..5 6, .7
Lo

As canaletas 2 a 4 representam a amplificacdo do fragmento HSC70-1; canaletas 5 a 7 representam a amplificagdo
do fragmento HSC70-2; M representa o padrdo de peso molecular de 1 Kb Plus — Invitrogen; e 1 representa um dos
controles negativos (primer HSC70-P1). As incongruéncias referentes ao tamanho de fragmento se devem a
interferéncia que o GelRed exerce na corrida eletroforética (diferenca de aproximadamente 100 pb).

Ambos os fragmentos foram sequenciados e editados, originando um fragmento
consenso de 1128 pb. Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento direto dos
produtos de PCR dos primers HSC70-P1 e HSC70-P2, podem ser observados na Figura 13 (a) e

13 (b), respectivamente.
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Figura 13 - Eletroferogramas parciais referentes ao sequenciamento de fragmentos do gene
HSC70 em M. amazonicum.

¥ neic c i 5p70_] 129\21-HSP70_1.ab1 ol ® =
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i % Selected none Sample: §--HSP70_2 | File: C:'Users Dani Dropbox Dostorado Anilises Sequenciamento Hap70_2 Saquencias M amazonicom Forward Sequencias §--HSP70_2.201

(a) Trecho da sequéncia destacando a posicdo entre 120 e 170 pb do fragmento amplificado com o primer HSC70-
P1; e (b) trecho da sequéncia destacando a posi¢cdo entre 170 e 222 pb do fragmento amplificado com o primer
HSC70-P2.

Com base na qualidade das sequéncias mostradas na Figura 13, pode-se afirmar que
ndo ha duvidas com relacdo as sequéncias obtidas, uma vez que os eletroferogramas se
apresentam sem “ruidos”, os quais poderiam causar confusdo no momento da leitura. Além
disso, para evitar que o fragmento fosse descrito erroneamente, fez-se réplicas de
sequenciamento das fitas senso e antissenso.

Como a HSC70 faz parte de uma familia de proteina altamente conservada entre as
espécies, era esperado que o gene fosse identificado através do processo de amplificacdo
cruzada. WU et al. (2005) utilizaram com sucesso a mesma estratégia que o presente estudo
para a obtencdo da sequéncia do gene completo da HSP70 em L. vannamei. Os autores
utilizaram a sequéncia da HSP70 do P. monodon (disponivel no GenBank) e delinearam pares de
primers que amplificassem um amplicon de tamanho esperado de 1983 pb no L. vannamei. A
amplificacdo cruzada utilizando primers para o gene HSP70 de galinhas domésticas (Gallus
gallus) também foi satisfatéria em codornas japonesas (Coturnix japonica) (GAVIOL et al.,

2008).
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Devido ao tamanho dos fragmentos amplificados no camardo-da-amazénia (M.
amazonicum) ser correspondente aos fragmentos que se esperaria amplificar no camardo da
Maldsia (M. rosenbergii) (conforme sequéncia depositada no GenBank), permite-se sugerir
ainda que, o fragmento estudado do gene da HSC70 do M. amazonicum seja constituido
somente por éxons. Esta sugestdo diverge de literaturas classicas sobre o assunto, onde se cita
gue na familia das HSP70s, os introns sdo encontrados nos genes expressos constitutivamente,
mas ndo sdo encontrados na forma induzivel (YOST; LINDQUIST, 1986). A falta de introns em
HSP70s induziveis é plausivel, pois permite a transcri¢cdo rapida e acumulo de estresse (HUANG;
WIMLER; CARMICHAEL, 1999), uma vez que o splicing do RNA é desnecessario. Em
contrapartida, ndo se sabe o significado evolutivo para esta auséncia de introns na forma
constitutiva deste gene, fato este que foi relatado pela primeira vez no trabalho de Liu et al.

(2004), com a espécie-referéncia deste estudo, o M. rosenbergii.

A identidade do fragmento génico estudado neste trabalho foi primeiramente checada
através do alinhamento pelo procedimento Nucleotide BLAST. Uma alta similaridade genética
foi verificada entre a sequéncia consenso da HSC70 do camardao-da-amazbnia e a sequéncia-
referéncia da HSC70 do camarao-gigante (97%) e com o camardo oriental, M. nipponense

(89%).

Como pode ser observado nas Figuras 14 e 15, 100% da sequéncia “questionada”
(HSC70 do camardo-da-amazonia) foi alinhada tanto com a sequéncia-referéncia quanto com a
sequéncia do camardo oriental (M. nipponense), disponiveis no GenBank. O E-value destes
alinhamentos foi zero. Este valor de E-value nos indica que ndo ha probabilidade de cada um

dos alinhamentos ter ocorrido ao acaso.

Este alinhamento BLAST realizado aumenta a consisténcia das informacdes de que se
trata realmente de parte do gene HSC70 do camardo-da-amazénia. Além disso, observando a
saida dos resultados do BLAST (Figura 15), é importante chamar a atencdo para o fato de que
ndo foi encontrada nenhuma sequéncia de HSP70 para espécies de camardes nativos do Brasil,
o que demonstra a necessidade de estudos moleculares para o melhor detalhamento do

potencial genético e conhecimento de nossas espécies.
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Figura 14 - Resultado da andlise de BLAST mostrando alta similaridade da regido sequenciada
neste trabalho com outras sequéncias do banco de dados GenBank.
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Figura 15 - Resultado da analise de BLAST mostrando valores de identidade e acuracia do
alinhamento realizado com outras sequencias do GenBank.

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected

T Allgnments - Download o
gt s st o | vl et 5501
Macrobrachium rosenberai heat shock protein 70 mRNA, complete cds 1885 1885 100% 00 97% AY4B54451
Macrobrachium nippenense heat shock cognats 70 (hec70) mANA, complete cds 1494 14984 100% 0.0  88% DO6S0140.1
Palamonetes varians 70 kD heat shock protein form 2 mRANA, partial cds 113 113 99% 0.0 82% FJE7sa7es
Rimicaris exoculata 70 kDa heat shock protein form 3 mRNA, complete cds 1068 1068 99% 0.0 81% FI3sE1481
Portunus sangquinolentus hsp7 0 gene for heat shock protein 70 kDa 1043 1043 99% 0.0 81% AMH00TTA
Wirecaris fortunata 70 kD heat shock protein mRNA, complete cds 1032 1032 99% 0.0 80% DOS340841
Scylla paramamosain isolate 56 heat shock protein 70 (hsp70) gene, complete cds 1031 1031 99% 0.0 80% Jxe137821
Portunus tritubercultus isolate N2 heat shock protein 70 (hsp70) gene, partial cds 1031 1031 99% 0.0 80% GO3855701
Portunus trituberculstus isolate M1 heat shock pratein 70 (hep70} gene, partial cds 1031 1031 99% 0.0 80% GO38SSEA1
Scylla paramamosain isolate 55 heat shock protein 70 (hsp70) gene, complete cds 1025 1025 99% 0.0 80% Jx9137811
Scylla paramamosain isolate S4 heat shock protein 70 (hsp70} gene, complete cds 1025 1025 99% 0.0 80% Jxo137804
Seylla paramamosain isolate $3 heat shock protein 70 (hap70} gene, complete eds 1025 1025 99% 0.0 B80% JxXe137794
Scylla paramamosain isolate 52 heat shock protein 70 (hsp70) gene, complete cds 1025 1025 99% 0.0 80% Jxe137781
Scylla parsmamosain isolste 51 heat shock protein 70 (hsp70} gene, complete cds 1025 1025 99% 0.0 80% JXoM37774
Seylla parsmamosain heat shock protein 70 (hsp70) gene, complete cds 1025 1025 99% 0.0 80% JxXe137784
Portunus trituberculstus isolate K2 heat shock protein 70 (hap7l)} gene, partial cds. 1025 1025 99% 0.0 80% GO3sssraq
Portunus trituberculatus heat shock protein 70 mRNA, complete cds 1025 1025 99% 0.0 80% FJs27east
Scylla paramamosain hest shock protein 70 (HSP70) mRNA. complete cds 10256 1025 99% 0.0 80% EU7S40211
Portunus trituberculstus isolate K1 heat shock protein 70 (hap70) gene, partial cds. 1021 1021 99% 0.0 80% GO3ssarid
Homarus emericanus heat shock protein 70 mANA, complete cds 1021 1021 99% 0.0 80% DO1720231
Callinectes sapidus heat shock protein 70 (hec70) mRHA, complste cds 1016 1016 99% 00 80% DOBBITED1

Nota-se os valores E-value e Maxima ldentidade de cada alinhamento e o nimero de acesso no canto direito de
cada sequéncia similar encontrada na busca.
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Das mutagGes de ponto observadas, as transicdes se apresentam em maior numero,
sendo responsaveis por 73,3% das alterages interespecificas (26,7% de transversoes) ao
compararmos o M. amazonicum com o M. rosenbergii. Na Figura 16 pode ser observado o
alinhamento das sequéncias nucleotidicas do fragmento da HSC70 das trés espécies de

Macrobrachium.

O alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos revelou que a maioria das
alteragdes pontuais é sindnima, fazendo com que poucas diferencas na sequéncia da HSC70
fossem encontradas entre as espécies. Neste sentido, tomando a sequéncia do M. rosenbergii
como referéncia, encontrou-se a alteracdo de apenas dois aminodcidos ao compara-la com as
demais espécies (uma troca de treonina (T) para isoleucina (I) no cédon 104 e uma troca de
cisteina (C) para tirosina (Y) no cédon 184). No M. nipponense observou-se uma troca de uma
isoleucina (l) para valina (V) no cédon 95 e de uma valina (V) para uma isoleucina (l) no cédon
110. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos da HSC70 para as trés espécies do género

Macrobrachium pode ser conferido na Figura 17.

Como era de se esperar, a maioria das substituicdes de base que ocorre no camarao-
da-amazonia em relagdo as demais espécies do género Macrobrachium é sindbnima. Devido a
redundancia do cédigo genético, nem todas as alteracGes de pares de base acarretardo
alteragdes dos aminodcidos da proteina, principalmente quando ocorrem na terceira base do

codon (ALBERTS et al., 2002).

Dentre as mutacdes ndo sinbnimas, nenhuma gerou stop codons prematuros, o que
poderia resultar em uma proteina anormalmente encurtada. Isso muitas vezes causa uma
perda de funcdo da proteina, uma vez que partes criticas da cadeia de aminoacidos deixam de

ser traduzidas.

A sequéncia de aminoacidos correspondente ao fragmento génico amplificado neste
estudo contém 375 residuos de aminoacidos com peso molecular de aproximadamente 42 kDa.
Duas assinaturas altamente conservadas foram identificadas na sequéncia de aminoacidos
(Figura 17): IFDLGGGTFDVSIL, nos residuos 10 a 23 (assinatura 2) e IVLVGGSTRIPKIQK, nos

residuos 147 a 161 (assinatura 3). Conforme Shonhai; Boshoff; Blatch (2005) sdo estas regides
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de assinatura que asseguram a funcdo das HSP70s na sua estrutura tridimensional. O sinal de

localizagdo nuclear ndo foi encontrado a partir do uso ferramentas de bioinformatica.

Figura 16 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de um fragmento do gene da HSC70
de trés espécies de Macrobrachium.
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Os pontos simbolizam a correspondéncia de nucleotideos entre as espécies e as letras representam a base
nitrogenada originada na mutag¢do pontual (A: adenina; T: timina; C: citosina; e G: guanina).
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Figura 17 - Alinhamento das sequéncias de aminodacidos de uma parte da proteina HSC70 de
trés espécies de Macrobrachium.
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Trocas de aminoacidos podem ser verificadas nas posi¢gdes dos codons 104, 110, 184, 360 e 361. Os boxes abertos
abrangendo os residuos 10-23 e 147-161 correspondem as assinaturas 2 e 3, respectivamente

Como ndo foi sequenciado o gene completo da HSC70, nao foi possivel concluir se este
segmento proteico corresponde de fato de uma HSP70 citosdlica. HSP70s citosdlicas sdo
identificadas na sequéncia conservada préximo a extremidade C-terminal contendo o motif
EEVD. Esta sequéncia motif pode facilitar a ligacdo da HSP70 com co-chaperonas, como a HOP
(HSP70-HSP90 Organizing Protein) (JOHNSON et al., 1998). Segundo Ramya; Surolia; Rurolia
(2006) este motif provavelmente desempenha um papel importante na atividade de ligacdo dos

peptideos.

Uma arvore de relagdes genéticas foi construida para verificar a possibilidade de se
estar inferindo erroneamente a identidade da sequéncia obtida no presente estudo (Figura 18).
Desse modo, analisaram-se sequéncias de aminoacidos de HSP70 e HSC70 em espécies de
camardes marinhos, camardes de agua-doce, lagostin e caranguejo, conforme nimeros de

acesso no GenBank disponiveis no Quadro 2.

Houve a formacdo de dois clados agrupando cada um dos membros da familia das
HSP70s. Esse agrupamento corrobora as informacdes previamente obtidas na analise BLAST, e
por fim reduz as possibilidades de que a sequéncia que se esta trabalhando possa ser do gene
da forma induzivel da HSP70 e ndo da forma constitutiva. A proximidade entre os membros da

HSP70 reitera a natureza altamente conservativa desta familia multigénica.

A presenca/auséncia de introns poderia ser sugerida para distinguir as formas da

HSP70 e HSC70. Porém, as excecdes como a existéncia de HSP70 com intron (KAPOOR; CURLE;
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RUNHAM, 1995; QIN et al., 2003; SNUTCH; HESCHL; BAILLIE, 1988; STEPHANI; GOMES, 1995) e
HSC70 sem introns como no M. rosenbergii (LIU et al. 2004) inviabilizam esta diferenciacdo por

simples deducdo das sequéncias dos genes, fazendo-se necessario outras abordagens.

Assim como em nosso estudo, outros trabalhos (FANG et al., 2012; LO et al., 2004;
LUAN et al.,, 2010; RAVAUX et al., 2007) utilizaram satisfatoriamente a mesma abordagem de
relacGes genéticas para concluir a identidade de membros da familia HSP70. Entretanto, o

melhor critério para esta distingao seriam os estudos de expressao génica.

Ainda com relacdo a reconstrucdo das arvores de distancia, nota-se claramente a
separacao das sequéncias de HSC70 de espécies de camardes marinhos (subordem
Dendrobranchiata) e de agua-doce (subordem Pleocyemata). Desse modo, a 4rvore foi
reconstruida enfatizando somente as sequéncias animoacidicas da HSC70 das espécies de
camardes e permitindo a melhor visualizagao destes dois agrupamentos. Este dendrograma

pode ser visualizado na Figura 19.

Figura 18 - Arvore de distancia das sequéncias de aminoacidos de HSP70 e HSC70 de algumas
espécies de crustaceos.

Fenneropenaeus chinensis - HSC70
Litopenaeus vannamei - HSC70
Penaeus monodon - HSC70
84 Metapenaeus ensis - HSC70

Macrobrachium nipponense - HSC70

78 99 | |'¥ Macrobrachium amazonicum - HSC70

99 90 L— Macrobrachium rosenbergii - HSC70

Cherax quadricarinatus - HSP70

— | L Portunus trituberculatus - HSP70

Fenneropenaeus chinensis - HSP70

99 Macrobrachium rosenbergii - HSP70

Drosophila melanogaster - HSC70

Drosophila melanogaster - HSP70

—
0.02

Os numeros indicam a frequéncia em percentagem na qual a topologia do dendrograma foi representativa para
1000 réplicas de bootstrap.
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Figura 19 - Arvore de distancia das sequéncias de aminodacidos da HSC70 de camardes marinhos
e de camardes de agua-doce.

Penaeus monodon - HSC70
Litopenaeus vannamei - HSC70
Fenneropenaeus chinensis - HSC70

Metapenaeus ensis - HSC70

Macrobrachium nipponense - HSC70

97 Macrobrachium amazonicum - HSC70

88 Macrobrachium rosenbergii - HSC70

Dendrobranchiata emata

Drosophila melanogaster - HSC70

——o
0.01

Os numeros indicam a frequéncia em percentagem na qual a topologia do dendrograma foi representativa para
1000 réplicas de bootstrap.

Cui et al. (2010) caracterizaram o gene da HSP70 na espécie de caranguejo P.
trituberculatus e em sua analise filogenética também verificaram que o M. rosenbergii se
apresenta em clado diferente das espécies marinhas L. vannamei, P. monodon, M. japonicus,
M. ensis e F. chinensis. Esta clusterizacdo em clados diferentes concorda totalmente com os
taxons tradicionais (no caso, subordem). E, assim como Cui et al. (2010), reafirma-se os
membros da familia da HSP70 como uma ferramenta util para a evolugao e analise filogenética.
Contudo, deve-se chamar atencdo ao fato de que, a principio, estudos neste sentido parecem
ser aplicaveis somente na separagao em niveis taxon6micos acima de subordem, uma vez que

se trata de sequéncias altamente conversadas ao longo da evolug¢do dos organismos.

4.1.2. Prospecgdo de SNPs em um Fragmento do Gene da HSC70

A identificagdo de SNPs em parte da regido codificante da HSC70 do camardo-da-
amazobnia foi realizada através do sequenciamento direto dos produtos de PCR. O método
consiste no alinhamento dos eletroferogramas obtidos deste sequenciamento, seguido por
inspecao visual buscando picos de fluorescéncia sobrepostos em uma determinada posi¢do da
sequéncia, representando os heterozigotos. Os eletroferogramas gerados demonstraram

qualidade adequada para utilizagdo na prospec¢do de SNPs (Figura 20).
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No total, foram analisados 1128 sitios nucleotidicos de uma populagdo experimental
de camardo-da-amazonia (CAUNESP — Jaboticabal-SP). Nas sequéncias foram caracterizados 13
SNPs (Tabela 1). Doze destes sitios varidveis sdo parcimoniosamente informativos, pois o
polimorfismo ocorre mais de uma vez na populag¢do. Somente o SNP T997C ocorreu uma vez na
populacdo. Todos os polimorfismos validados sdo bialélicos e encontram-se sem desvios do
EHW. Além disso, estes SNPs deverdo ser depositados no banco de dados de SNPs do National
Center for Biotechnology Information (dbSNP-NCBI). Nas Figuras 21 e 22 dispde-se parte dos

eletroferogramas contendo os gendtipos referentes a cada um dos SNPs identificados.

Figura 20 - Eletroferogramas parciais referentes ao sequenciamento de fragmentos do gene
HSC70 em M. amazonicum.
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REY 3-HSP70_R.a01 LAAGAAGCTTGGAGG AGAACGCAATG TTTTGATCTTTGAT CTTGGTGETGGAACTTTTGATG TG TCGATTCTAACCATTCAGGATGGAATTTTTCAGGTAAAATCCACA

REV 3-HSP70_R.abi .CAAGAAGGTTGGAGGAGAACGCAATGTTTTGATCTTTGATCTTGGTGGTGGAACTTTTGATGTGTCGATTCTAACCATTGAGGATGGAATTTTTGAGGTAAAATCCACA

A i LAY
FUD 4-HSP70_1.abi CAAGAAGGTTGGAGGAGAACGCAATGTTTTGATCTTTGATCTTGGﬁGGTGGAACTTTTGATGTGTCGATTCTAACCATTGAGGATGGAATTTTTGAGGTAAAATCCACA

e

REV 4-HSP70_R.ab1 CAAGAAGGTTGGAGUAUAACGCAATGTTTTGATCTTTGATCTTGGﬁGGTGGAACTTTTGATGTGTCGATTCTAACCATTGAGGATGGAATTTTTGAGGTAAAATCCACﬁ

! A |
FUlb 5-HSP70_1.aki CAAFAAGGTTGGAGGAGAACGCAATGTTTTGATCTTTGATCTTGGTGGTGGAACTTTTGATGTGTCGATTETAACCATTGAGGATGGAATTTTTGAGGTAAAATCCACA
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REV 5-HSP70_R.ah1 LAAG AAGGTTGGAGG AGAACGCAATG TTT TG AT CTTTGAT CTTGGTGE TG AACT TTTGATG TG TCGATTCTAACCATTGAGGATGGAATTTTTGAGGTAAAATCCACA

A regido destacadas em azul claro, com variagGes de amplitudes, representa a qualidade dos eletroferogramas.
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Figura 21 - Eletroferogramas parciais demonstrando os gendtipos dos SNPs identificados no
fragmento HSC70-1 do gene da HSC70 em uma populagao experimental de M. amazonicum.
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Os SNPs T43C, T247C, C256T, C313T e C529T estdo representados somente pelo gendtipo homozigoto para a
variante alélica mais comum (primeira linha de eletroferograma de cada SNP) e pelo gendtipo heterozigoto, onde
observa-se a sobreposi¢do de picos e a codificagdo com a base degenerada (segunda linha de eletroferograma de
cada SNP). Somente o SNP G466A esta representado pelos trés gendtipos possiveis.
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Figura 22 - Eletroferogramas parciais demonstrando os gendtipos dos SNPs identificados no
fragmento HSC70-2 do gene da HSC70 em uma populagao experimental de M. amazonicum.
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Os SNPs A694C, A856G, C874T, T877C, T907C e T997C estdo representados somente pelo gendtipo homozigoto
para a variante alélica mais comum (primeira linha de eletroferograma de cada SNP) e pelo gendtipo heterozigoto,
onde observa-se a sobreposicdo de picos e a codificagdo com a base degenerada (segunda linha de
eletroferograma de cada SNP). Somente o SNP A757G esta representado pelos trés gendtipos possiveis.



59

Tabela 1 - Descricdo dos SNPs identificados em uma populacdo de M. amazonicum, suas
variantes alélicas, frequéncia dos alelos e valores de probabilidade para teste de desvio do

equilibrio de Hardy-Weinberg.

SNP Alelo Frequéncia alélica EHW!
T43C z 8’?;2 1,000
T 0,844
T247C c 0:156 0,577
C 0,948
C256T T 0:052 1,000
C 0,938
C313T T 0:063 1,000
caesh G 052 e
C529T $ 8’2;2 1,000
A 0,862
A694C c 0:138 0,575
A757G é 8’;?; 1,000
A 0,904
A856G G 0:096 1,000
C874T $ 8’2;2 1,000
T 0,936
T877C c 0:064 1,000
T907C z 8’2;2 1,000
T997C T 0,989 s.i.”
C 0,011

EHW: desvios de equilibrio de Hardy-Weinberg (0,00384 < d < 0,05), apds a correcdo sequencial de Bonferroni.

s.i.: sem informacdo, provavelmente pela baixa frequéncia do alelo C.

A metodologia de detec¢ao de SNPs por sequenciamento direto foi utilizada com

sucesso em genes da familia das HSPs de espécies de crustaceos (CUI et al., 2010; UNAL;

BUCKLIN, 2010; ZENG et al., 2008;), peixes (KANG et al., 2011; WEI et al., 2010), suinos (HUANG

et al., 2002), aves (GAVIOL et al., 2008; NAGAHORI et al., 2010) e bovinos (ROSENKRANS JR et

al., 2010). Contudo, deve ser ressaltado que este método é vidvel para deteccdo de SNPs em

pequena escala (VIGNAL et al.,, 2002), como é o caso do presente estudo e dos estudos

supracitados.
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A validacdo dos SNPs caracterizados neste trabalho estd de acordo com Brookes (1999)
e Vignal et al. (2002), pois os alelos polimérficos ocorrem em pelo menos 1% da populagdo
testada (com frequéncia variando de 1,1 a 21,3%). Quanto a consideracdo dos SNPs, é
importante ressaltar ainda que os picos sobrepostos, nos quais os SNPs foram indicados, foram
verificados quanto ao padrdo de qualidade no sequenciamento das fitas senso (forward) e
antissenso (reverse) para evitar a prospecc¢do incorreta do polimorfismo, que pode ocorre

devido a artefatos de sequenciamento.

No fragmento da sequéncia do gene da HSC70 (1128 pb) a frequéncia de ocorréncia de
SNPs encontrada foi em média um a cada 87 pb. Esta ocorréncia de SNPs encontrada no
presente estudo é maior do que os relatos de outros trabalhos que caracterizaram SNPs em
genes de membros da familia de HSP70s. Zeng et al. (2008) encontraram uma média de um SNP
a cada 224 pb no gene da HSP70 de L. vannamei. Wei et al. (2012) e Cui et al., (2010) também
estudaram o gene da HSP70 induzivel na corvina Miichthys miiuy e em P. trituberculatus,
respectivamente. Em ambos os estudos, a média de distribuicdo foi de aproximadamente um a
cada 480 pb. Dois estudos com o gene da HSP70, um em copépodos (UNAL; BUCKLIN, 2010) e
outro em pepinos-do-mar (KANG et al., 2011) verificaram uma maior ocorréncia de

polimorfismos ao longo deste gene: um SNP a cada 65 pb e a cada 40 pb, respectivamente.

WEI et al. (2012) discutem que o baixo conteudo polimdrfico do gene encontrado em
seu estudo estd relacionado a natureza conservativa dos membros da familia da HSP70. Porém,
no presente trabalho, consideramos que o conteudo polimérfico em um fragmento do gene da
HSC70 em M. amazonicum foi alto em se tratando de uma regido codificadora de um gene

altamente conservado ao longo da evolugdo das espécies.

Conforme foi descrito acima, observa-se que a distribuicado de SNPs é bastante varidvel
entre as espécies. Outros exemplos de distribuicdo de SNPs que denotam a abundancia variavel
desses polimorfismos em espécies de camardes envolvendo outros genes sdao encontrados: nos
genes AMY2 (a-amilase) e CTSL (catepsina) em L. vannamei (GLENN et al., 2005) — um SNP a
cada 135 pb e a cada 775 pb, respectivamente para estes dois genes; a partir da prospecgao de
SNPs a partir de EST (Expressed Sequence Tag) de L. vannamei (CIOBANU et al., 2010) — um SNP
a cada 285 pb (em 479 genes potencialmente diferentes); nos genes 5HT1R (receptor 1 da 5-

hidroxitriptamina) e STAT (tradutor de sinal e ativador da transcricdo) de L. vannamei — um SNP
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a cada 132 pb e um a cada 800 pb, respectivamente (MARTI et al., 2010); e nos genes da [3-
actina e do CHH (hormonio hiperglicémico de crustaceos) de M. rosenbergii (THANH et al.,
2010) —um SNP a cada 140 pb e 51 pb, respectivamente. Vale ressaltar, que a densidade destes

SNPs ainda variam conforme a regido do genoma (regido promotora, éxons, introns).

Os SNPs aqui prospectados foram classificados de acordo com o tipo de variacdo do
nucleotideo: transicdo, purina-purina ou pirimidina-pirimidina (duas possibilidades) ou
transversoes, purina-pirimidina (quatro possibilidades). Dentre os SNPs identificados, somente
o SNP A694C representa uma transversao (7,7%). Este numero de transversGes detectadas
neste trabalho estd muito aquém de outros estudos. Por exemplo, Ciobanu et al. (2010)
prospectaram SNPs de banco EST de L. vannameij e encontraram 63,3% de transices 36,6% de

transversoes.

Brookes (1999) menciona que cerca de 75% das substituicdes sdo representadas por
transicbes. O alto nivel de transicoes pode estar relacionado a riqueza de ilhas de
dinucleotideos CpG, uma vez que estas regides sdao predispostas as reacdes de desaminacdo
espontanea da 5-metilcitosina em timina (COOPER; KRAWCZAK, 1989). No nosso estudo, estas
substituicGes representadas por C — T(G « A) correspondem a 41,7% das transi¢cOes (do total de

transicoes — 92,7%).

Uma andlise investigatdria a respeito do tipo de mutagdo a que se refere cada um dos
polimorfismos foi realizada. Para tanto, criou-se um segmento hipotético do gene contendo os
alelos alternativos identificados e realizou-se a tradugdao destas sequéncias. Verificou-se,
portanto, que nenhum dos SNPs gerou alteracdo da sequéncia de aminoacidos para parte da
proteina HSC70, ou seja, todos os polimorfismos representam alteracdes sinénimas. A traducao

e o alinhamento das duas sequéncias peptidicas estdo apresentados na Figura 23.

Assim como no presente trabalho, os SNPs caracterizados no gene de membros da
HSP70 em L. vannamei (ZENG et al., 2008), P. trituberculatus (CUI et al., 2010), Apostichopus
japonicus (KANG et al., 2011) e Miichthys miiuy (WEI et al., 2012) também sdo sindbnimos.
Dentre os oito SNPs selecionados para os estudos de Unal e Bucklin (2010), somente um é nao-
sindbnimo. Segundo Genissel et al. (2004) menos que 1% dos SNPs geram troca de aminoacidos

na proteina resultante. Essa predominancia de SNPs sinGnimos verificados nos trabalhos esta
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de acordo com a redundancia do cédigo genético e a importante funcao das proteinas HSP70

no desenvolvimento e adaptagdo dos organismos.

Figura 23 - Alinhamento dos fragmentos proteicos da HSC70 de M. amazonicum. A sequéncia
“gene HSC70 — consenso” foi gerada a partir da sequéncia consenso de parte do gene HSC70 do
camardo-da-amazOnia depositada no GenBank.

Identity
gene HSC70- consenso

gene HSCT70 - com polimordismos
|elentity

gene HSCT70 - consenso

gene HSCTO- com polimorfismos
|dentity

gene HSCT0- consenso

gene HSCT0 - com palimarfismos
ldentity

gene HSCT0- consenso

gene HSCT70 - com polimarfismos
Identity

gene HSC70- consensa

gene HSCT0- com polimorfismos
Identity

gene HSCT70- consenso

gene HSCT70- com polimorfismos
ldlentity

gene HSCT70- consenso

gene HSCTO - com polimorfismos
Identity

gene HSC70 - consenso

gene HSCTO- com polimorfismos
|dentity

gene HSCT0 - consenso

gene HSC70- com polimorfismos
Identity

gene HSC70- consensa

gene HSCT70- com polimorfismos
Identity

gene HSCT70- consenso
gene HSCT70 - com polimorfismos

A sequéncia “gene HSC70 — com polimorfismos” foi gerada a partir de uma sequéncia de nucleotideos hipotética,
na qual foi realizada a substituicdo das bases detectada em cada sitio polimérfico. A barra grafica “Identity” sem
interrupgdes demonstra que os SNPs sdo sindnimos, pois ndo ha diferenca de aminoacidos entre as duas
sequéncias proteicas.

O presente estudo abre novas possibilidades de pesquisas que usam estes SNPs como
marcadores moleculares de populagdes de camarao-da-amazoénia. Estes SNPs, portanto, podem
ser aplicados com vistas a duas linhas de pesquisa. A primeira, baseada na associa¢do destes
polimorfismos com caracteres fenotipicos da espécie, sendo aplicados na aquicultura através
da selecdo assistida por marcadores. E, a segunda, baseada na analise de variabilidade deste
gene em populagdes naturais, de modo a contribuir no entendimento de aspectos biolégicos e

na determinacao de medidas de manejo de conservacao da espécie.
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4.2. Associacao de SNPs do Gene HSC70 a Caracteristicas de Interesse Zootécnico do

Camarao-da-Amazonia (Macrobrachium amazonicum)

4.2.1. Varidveis Fisico-Quimicas da Qualidade da Agua

As varidveis de qualidade da dgua nos tanques experimentais de camardao-da-amazo6nia
foram rigorosamente controlados ao longo de todo o experimento (Tabela 2). Deste modo, ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos (P > 0,05), evidenciando que o controle das
varidveis foi realizado adequadamente a fim de reduzir os efeitos residuais nas analises

estatisticas de associacdo das informacdes fenotipicas aos marcadores SNPs estudados.

Tabela 2 - Médias e desvios padrao das variaveis fisico-quimica da dgua conforme a densidade
de estocagem de M. amazonicum.

Varidvel fisico-quimica da agua Densidade de estocagem Total
40.m” 200.m”

Temperatura (°C) 26,39+1,11 26,35+1,11 26,40+1,11
Oxigénio dissolvido (mg.L'l) 7,08 £ 0,52 6,97 £ 0,56 7,00 £ 0,54
pH 8,01+0,50 7,93+0,48 7,97 +£0,48
Nitrogénio amoniacal total (mg.L'l) 0,0239 + 0,0110 0,0357 + 0,0179 0,0298 + 0,0159
Nitrito (mg.L™) 0,0078 £ 0,0057 10,0160 £ 0,0142 0,0119 +0,0115
Taxa de recirculacdo didria (vezes) 12,64 + 3,45 10,47 + 3,07 11,50 + 3,40

(1) Médias * desvio-padrdo seguidos de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.

A temperatura da dgua tem um efeito direto sobre a cinética das reacGes quimicas nas
estruturas proteicas e fungdes enzimaticas dos organismos. Portanto as atividades bioldgicas
dos organismos aquaticos sofrem constantes alteragdes decorridas das frequentes
modificacGes ambientais, como quando da eleva¢do da temperatura, que no caso os condiciona

a um consumo maior de oxigénio (ARAUJO; SANTOS; ARAUJO, 2007).

Em nosso estudo, os termostatos foram controlados diariamente objetivando uma

temperatura ideal de 28°C em todas as caixas de cultivo. Esta temperatura foi selecionada por
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estar entre a faixa ideal para o cultivo do M. rosenbergii (26 a 32°C) (BOYD; ZIMMERMAN,
2000), haja vista que ndo ha informacdes literarias sobre a faixa adequada das varidveis da agua
para o cultivo de M. amazonicum. Como o M. amazonicum é uma espécie tropical e ocorre em
abundancia nos rios da Amazonia (MORAES-RIODADES, 2005), pressupGe-se que a temperatura

média (26,4°C) induzida em nosso experimento foi adequada ao seu desenvolvimento.

O oxigénio dissolvido é um dos principais fatores limitantes a intensificacdo da
carcinicultura. Com o aumento da densidade populacional, deve-se aumentar a alimentagao.
Com isso, a respiracdao da espécie alvo e dos microorganismos presentes na agua e nos
sedimentos aumenta, podendo reduzir o oxigénio dissolvido a niveis muito baixos (MORAES-
RIODADES, 2005). Desse modo, para que seja possivel a intensificacdo do cultivo do camarao-
da-amazonia, devem-se adotar estratégias eficientes que mantenham os niveis ideais de

oxigénio dissolvido.

O pleno desenvolvimento de organismos aquatico ocorre em niveis de oxigénio
dissolvido superiores a 5,0 mg.L'1 (TIMMONS et al., 2002). Em nosso experimento, os tanques
foram mantidos com aeradores de aquario, de modo a garantir os niveis recomendados desta
variavel (média 7,0 mg.L™). O valor minimo de oxigénio mensurado ao longo do experimento
foi de 2,32 mg.L". Este valor é tolerado sem estresse pelo M. rosenbergii por curtos periodos de
tempo, sendo que a mortalidade ocorre comumente em niveis menores que 1,0 mg.L’1 (BOYD;
ZIMMERMAN, 2000). Assim como estes niveis sdo tolerados para o M. rosenbergii, espera-se

gue também sejam tolerados pelo M. amazonicum.

O pH regula a velocidade de uma série de reacdes e de processos quimicos e bioldgicos
(determinacdo da amodnia gasosa e das formas quimicas do enxofre presentes na 4agua,
processos relacionados a muda dos camardes, velocidade de decomposigdo da matéria
organica, etc.) em um sistema aquatico (BARBIERI JR; OSTRENSKY NETO, 2002). Segundo Boyd e
Zimmerman (2000) a faixa ideal do pH para a producdo de M. rosenbergii é de 7,0 a 8,5. No
presente trabalho, o pH variou entre 6,18 e 8,98, sendo a média (7,97 + 0,48) mantida dentro

dos limites propostos para a espécie congenérica, M. rosenbergii.

Os principais compostos téxicos na dgua sdo o nitrogénio amoniacal e o nitrito
(SHISHEHCHIAN et al.,, 1999). O nitrogénio amoniacal (amoénia) é o principal residuo

nitrogenado excretado pelos camarGes tendo origem nos processos metabdlicos de
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transformacdo e oxidagdao da proteina (aminoacidos) obtida nos alimentos, enquanto o nitrito é
a forma intermedidria entre o nitrogénio amoniacal e o nitrato (MIDLEN; REDDING, 2000).
Recomenda-se niveis inferiores a 0,5 mg.L'1 (em pH 9,5) de nitrato de amonia e inferiores a 2,0
mg.L™ de nitrito para M. rosenbergii (NEW, 2000). Os valores obtidos no presente experimento
foram sempre menores (0,0298 + 0,0159 para nitrato de amonia e 0,0119 + 0,0115 para nitrito)
gue estes e, portanto, ndo devem ter afetado o desenvolvimento do M. amazonicum. Além
disso, os baixos niveis destes compostos na dgua indicam o bom funcionamento do sistema de
recirculacdo através do uso dos biofiltros, o qual, por sua vez abriga as populacdes dos

microrganismos nitrificantes.

4.2.2. Estatistica Descritiva das Informacgdes Fenotipicas

4.2.2.1. Estrutura demogrdfica

A diferenciacdo sexual em machos e fémeas foi possivel somente na segunda
biometria, aos 60 dias de cultivo. A maturidade das fémeas pode ser verificada ao segundo més
de cultivo nas duas densidades de estocagem testadas. Fémeas ovigeras (FO) puderam ser
identificadas no segundo més de cultivo somente na densidade 40.m™. No terceiro més houve
ocorréncia de FO somente na densidade 200.m™. No momento da despesca, FO ocorreram nas

duas densidades de estocagem sem haver diferenca significativa entre elas (P > 0,05).

As fémeas adultas ndo ovigeras (FA) foram mais frequentes dentre todas as classes
demograficas durante o experimento, exceto no terceiro més de cultivo no qual os machos TC
foram mais frequentes. Ndo houve diferenca significativa entre as frequéncias de FA nas

densidades diferentes ao longo do experimento (P > 0,05).

O morfotipo TC foi o grupo demografico mais frequente a partir do terceiro més de
cultivo, na densidade 40.m™. No momento da despesca, ndo se detectou diferenca estatistica

entre as densidades para este morfotipo (P > 0,05).

O morfotipo CC foi verificado ja ao terceiro més de cultivo, sendo, ao final do
experimento, mais frequente na densidade 40.m™ (P < 0,05). O morfotipo GC1 foi verificado a
despesca, estando presente a uma frequéncia bastante baixa (P > 0,05). O morfotipo GC2 nao

foi identificado neste experimento. Ao longo do experimento, conforme o crescimento dos
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animais, a frequéncia de animais indiferenciados foi reduzindo. Contudo, a maior frequéncia
destes individuos foi significativamente maior na densidade 200.m™ (P < 0,05) somente até o
terceiro més de cultivo. Visto a baixissima frequéncia dos morfotipos GC1 e CC e dos individuos
indiferenciados sexualmente, estes foram desconsiderados para as andlises de associacdao de
SNPs as caracteristicas zootécnicas. Os graficos que descrevem as frequéncias das classes

demograficas no momento da despesca e ao longo do experimento podem ser observados nas

Figuras 24 e 25, respectivamente.

Figura 24 - Frequéncia relativa de cada classe demografica de M. amazonicum cultivados em
duas densidades de estocagem ao momento da despesca.
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FA, fémeas adultas ndo ovigera; FO, fémeas adultas ovigeras; GC1, morfotipo masculino Green Clawl; CC,

morfotipo masculino Cinnamon Claw; TC, morfotipo masculino Translucid Claw; IND, individuos sexualmente
indeterminados.



Figura 25 - Frequéncia relativa de cada classe demografica de M. amazonicum ao longo
experimento cultivados em duas densidades de estocagem.
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indeterminados.

Os quelipodos s3dao apontados como estruturas fundamentais para o sucesso

reprodutivo das espécies do género Macrobrachium. Em M. rosenbergii, os machos BC (machos

dominantes; com quelas mais desenvolvidas) utilizam seus quelipodos durante a corte, para

virar a fémea com o ventre para cima na hora da cépula (para depositar o espermatdforo) e
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para protegé-la logo apds a postura dos ovos (ISMAEL; NEW, 2000; VALENTI, 1985). Baseados
neste pressuposto, Moraes-Riodades e Valenti (2004) também sugeriram que os machos GC de
M. amazonicum apresentam maior atividade reprodutiva. Contudo, baseado nos achados de
nosso estudo, em que verificou-se a fémeas ovigeras na presenca de machos exclusivamente
do morfotipo TC (no segundo més de cultivo), e nos estudos de Papa et al. (2004), em que
foram verificados comportamento sexual ativo de machos TC, sugerimos que novos estudos

sobre o comportamento reprodutivo da espécie sejam conduzidos.

Neste trabalho ndo foi possivel determinar um padrdo da estrutura populacional ao
longo do experimento, pois a diferenca entre as frequéncias de cada um dos morfotipos ndo foi
significativamente diferente entre as densidades. Esta abordagem foi esclarecida para a mesma
populacdo de M. amazonicum no estudo de Moraes-Valenti et al. (2010). Estes autores
afirmam que a intensificagdo no cultivo altera a estrutura populacional de M. amazonicum, pois
o0 aumento da densidade de estocagem no interior dos viveiros de cultivo reduz a frequéncia e
o tamanho dos morfotipos maiores, retarda a maturacado das fémeas e desloca a distribuicdo de
frequéncia de peso no sentido dos animais menores. Ainda, segundo os autores, esta mudanca
pode ser devido a mecanismos de regulagao intrinsecas da espécie, competi¢ao intraespecifica

por espaco e alimento, e/ou interferéncia direta do comportamento agonistico.

4.2.2.2. Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia final dos camardes submetidos as densidades de 40 e 200.m™ foi,
respectivamente, 87,8% e 84,6%, sem diferenca significativa entre elas (P > 0,05) e pode ser
considerada alta. A ocorréncia de canibalismo ou outros problemas nao afetou gravemente a
sobrevivéncia, contudo desfavoreceu a coleta dos animais mortos para analise de associa¢do
dos polimorfismos a varidvel sobrevivéncia. Este parametro varia de 50 a 80% em viveiros de
engorda de M. rosenbergii (VALENTI, 1996). A sobrevivéncia esperada para cultivo de camardes
Macrobrachium é de 40 a 60% em 3-5 meses de cultivo, enquanto que para camardes
peneideos é de 60-80% em 3-4 meses de cultivo (WICKINS; LEE, 2002). Essa alta sobrevivéncia
no presente estudo provavelmente se deve ao povoamento dos tanques com juvenis ao invés

de pds-larvas e pela auséncia da acdo de predadores.
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A média geral, média para cada densidade de estocagem e média para cada morfotipo

para cada uma das caracteristicas fenotipicas avaliadas estdo apresentadas nas Tabelas 3, 4 e 5.

A correlagao existente entre as caracteristicas esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 3 - Estatistica descritiva geral das varidveis fenotipicas estudadas em M. amazonicum.

Caracter n Média Desvio Padrao Maximo Minimo
Cr (cm) 259 6,11 0,83 9,10 3,90
Casp (cm) 259 3,33 0,44 5,00 2,40
PinT (8) 259 1,59 0,77 6,80 0,54
Pagp (8) 255 0,91 0,40 3,24 0,32
Puep (8) 252 0,06 0,04 0,30 0,01
RC (%) 255 58,97 7,88 89,20 31,40
IHS (%) 252 4,04 1,67 14,70 0,99

C;, comprimento total; Cagp, comprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Py, peso do

hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.

Tabela 4 - Estatistica descritiva das varidveis fenotipicas (média * erro padrdo) estudadas em
M. amazonicum, considerando-se os efeitos da densidade de estocagem.

Densidade

Caracter 40 . m* 200 . m™

(n=130) (n=129)
Cr (cm) 6,84+0,11a 6,22 +£0,11b
Casp (cm) 3,64 +0,07a 3,42+ 0,07b
PinT(8) 2,41 +£0,10a 1,99 £ 0,10b
Pasp (8) 1,29 £ 0,06a 1,16 £ 0,06b
Puer (8) 0,10+ 0,01a 0,09 +£0,01a
RC (%) 55,70 £ 1,26b 63,58 +1,23a
IHS (%) 3,85+0,27b 4,87 £ 0,26a

C;, comprimento total; Cagp, comprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Py, peso do

hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.
(1) Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Tabela 5 - Estatistica descritiva das varidveis fenotipicas (média * erro padrdo) estudadas em
M. amazonicum, considerando-se os efeitos da classe demografica.

Grupo demografico

Caracter Fémeas GC1 CcC TC IND

(n=104) (n=4) (n=18) (n=124) (n=9)
Cr (cm) 6,23 £ 0,08a 8,53+0,27 7,26 £ 0,14 5,86 + 0,08b 4,78 £ 0,19
Cagp(cm) 3,38 £0,05a 4,40+0,16 3,93+0,09 3,18 +0,05b 2,76 0,12
PinT(8) 1,68 £ 0,07a 4,67 £ 0,25 2,62+0,13 1,29 £0,07b 0,73+0,18
Pasp (8) 0,99 + 0,04a 2,42+0,14 1,50 £ 0,07 0,75+ 0,04b 0,46 £ 0,10
Puer (8) 0,07 £0,01a 0,20+ 0,01 0,11+0,01 0,05+0,01b 0,03+0,01
RC (%) 59,75+0,93a 56,30+3,38 58,20+1,74 59,57+0,89a 64,37+2,35
IHS (%) 4,55 + 0,20a 5,14 +0,79 4,61 +0,39 4,21+0,19a 3,95+0,55

FA, fémeas adultas ndo ovigera; FO, fémeas adultas ovigeras; GC1, morfotipo masculino Green Clawl; CC,
morfotipo masculino Cinnamon Claw; TC, morfotipo masculino Translucid Claw; IND, individuos sexualmente
indeterminados; C;, comprimento total; Cagp, comprimento abdominal; Pyyr, peso inteiro; Pagp, peso abdominal;
Puer, peso do hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.

(1) Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.

(2) Classe demografica em que as médias que ndo se seguem por letras indicando significancia estatistica, foram
excluidos das andlises por ndo apresentar frequéncia representativa na amostragem.

Tabela 6 - Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) determinada entre as caracteristicas
fenotipicas estudadas na espécie M. amazonicum. Abaixo da diagonal estdo apresentados os
valores de probabilidade para cada correlacdo.

Cr Casp Pint Pasp Puep RC IHS

Cr - 0,897 0,887 0,863 0,713 -0,377 -0,104
Cagp <0,0001 - 0,830 0,829 0,648 -0,304 -0,127
PinT <0,0001 <0,0001 - 0,954 0,796 -0,382 -0,099
Pagp <0,0001 <0,0001 <0,0001 - 0,787 -0,118 -0,050
Phep <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 - -0,170 0,461
RC <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0589 0,0070 - 0,276
IHS 0,0992 0,0446 0,1178 0,4309 <0,0001 <0,0001 -

C;, comprimento total; Cagp, comprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Py, peso do
hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.

O desempenho médio do camardo-da-amazoénia (M. amazonicum) obtido neste
trabalho (1,59 g) foi aqguém do obtido em outros estudos para a mesma populacdo de M.
amazonicum (MORAES-VALENTI; VALENTI, 2007; KIMPARA et al., 2011; PRETO, 2012). Nestes

trabalhos foram obtidos pesos médios que variaram de 2,79 a 4,90 g. Porém, vale salientar que,
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nestes estudos, o cultivo foi realizado em viveiros de terra em que ha a disponibilidade de

alimento natural.

Em nosso estudo, a quantidade de racao fornecida aos camardes durante os quatro
meses de experimento foi abundante e certamente suficiente, uma vez que a taxa de
arragoamento foi calculada mensalmente de acordo com a biomassa de cada tanque. Além
disso, a tentativa de se prolongar o tempo de cultivo no presente trabalho até que os camardes
atingissem pesos comerciais ndo seria suficiente, uma vez que o ganho de peso médio para o

tempo de cultivo praticado foi baixo (0,22 g.més™).

Outro fator importante foi que o cultivo foi realizado em um galpdo fechado com
pouca incidéncia de luz e com tanques experimentais abastecidos com agua de abastecimento
urbano. Esta condicdo limitou o aparecimento de algas, as quais podem ser utilizadas na dieta
do M. amazonicum. Como foi demonstrado para o M. rosenbergii (SCHROEDER, 1983), o M.
amazonicum deve depender do alimento natural presente nos viveiros (MORAES-RIODADES,
2005). Como exemplo dessa dependéncia de alimento natural por parte dos crustaceos,
tomamos ainda os trabalhos de Anderson, Parker e Lawrence (1987) e Epp (2002). Os primeiros
autores apontaram que 53-77% do crescimento de juvenis de L. vannamei, criados em viveiros
de terra é devido a assimilacdo da biota natural. Epp (2002) estimou que mais de 31% do
nitrogénio assimilado por L. vannamei foi obtido da producdo natural. E possivel que o alimento
natural atenda melhor as exigéncias da dieta do M. amazonicum, se comparado a dieta artificial
(PENTEADO, 2012), uma vez que esta ultima ndo é especifica para a espécie e nem foi

elaborada para camardes de agua doce.

Dietas especificas para Macrobrachium sdo inexistentes no Brasil (PENTEADO, 2012).
Esta observacdo pode justificar o fato de que, embora os trabalhos de Moraes-Valenti e Valenti
(2007), Kimpara (2011) e Preto (2012) tenham revelado médias de peso superiores ao presente
trabalho, estes também sdo inferiores ao que se espera pelo potencial da espécie, em que 0s
individuos chegam a atingir 10 g no ambiente natural (LOBAO; ROJAS, 1991). No entanto, uma
abordagem que pode ser utilizada em condi¢des de cultivo em laboratdrio em trabalhos futuros
seria simular a produtividade natural do viveiro, a fim de fornecer recursos para uma
suplementacdo alimentar da espécie. Em sistemas intensivos sem renovacdo de agua, os

microrganismos colonizam detritos organicos formando os flocos microbianos e estes
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complementam a dieta dos camardes reduzindo custos com alimentacdo (WASIELESKY et al.
2006). Otoshi et al. (2006) relataram o efeito da suplementacdo da dieta com flocos
bacterianos, estudo este que revelou que 70-80% do ganho de peso do L. vannamei criados em

condicGes de laboratdrio foi atribuido a suplementagdo da dieta artificial.

A densidade menor originou uma frequéncia maior de camardes grandes, resultando
em meédias significativamente maiores para as caracteristicas morfométricas Cy, Cagp, PinT €
Pagp, €m que somente os indices RC e IHS foram menores. Estes resultados sdao condizentes
com os relatados para muitas outras espécies de camardes cultivados. Estudos apontam para
uma relagdo inversa entre a densidade de estocagem e o desempenho zootécnico (crescimento
e sobrevivéncia) em todas as fases do cultivo (larvicultura, bercario e engorda) de espécies de
camaroes marinhos e de dgua-doce (KRUMMENAUER et al. 2006; MORAES-VALENTI; VALENTI,
2007; MORAES-VALENTI et al., 2010; MOSS; MOSS, 2004; OTOSHI et al., 2007; PRETO et al.,
2005; SILVA, 2009; WASIELESKY et al., 2001; WILLIAMS; DAVIS; ARNOLD, 1996).

Segundo Otoshi et al. (2007), a principal causa desta relacdo inversa entre densidade
de estocagem e desempenho ainda é desconhecida devido a dificuldade de separar os efeitos
do comportamento dos camardes e da qualidade da agua nas diferentes densidades de
estocagem (MOSS; MOSS 2004). Porém, em nosso estudo as varidveis de qualidade de agua
foram controladas, o que pode atribuir esta relagcdo inversa principalmente aos efeitos
comportamentais da espécie. Especula-se que este fen6meno seja resultante do aumento da
competicdo por recursos vitais como alimento e espaco e por eventos de canibalismo (ARNOLD
et al. 2006; KRUMMENAUER et al. 2006; PRETO et al. 2005). Desse modo, é possivel que, o
crescimento seja reduzido tanto pela caréncia de recursos, como pelo maior gasto de energia

motivado pelo estresse decorrente da competicdo (VALENTI; MELLO; CASTAGNOLI, 1993).

Vista a possibilidade de que a redu¢do do crescimento pode se dar em funcdo de um
estresse gerado no ambiente, a relagao entre o peso do hepatopancreas e o peso total do
camardo, ou seja, o indice hepatossomatico (IHS), acaba por ser considerado como um bom
indicador de variagao na taxa de crescimento dos camardes. Este indice indica se o animal esta
sofrendo alguma condicdo que imponha um maior gasto energético ou uma maior retencao
lipidica hepatica. Desse modo, uma vez que o hepatopancreas dos crustaceos é o maior centro

de reservas organicas e inorganicas (GARCIA; GONZALEZ-BARO; POLERO, 2002; GIBSON;
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BARKER, 1979) e que haja de fato uma condicdo de estresse imposta ao animal, é esperado que
ocorra uma retencdo dessas reservas energéticas na maior densidade de estocagem, pois é
guando a condicdo de estresse é maior. Nesta condicdo, aponta-se que os valores dos IHS e de

crescimento sdo antagobnicos.

O antagonismo entre as varidveis que indicam crescimento corporal e o IHS pode ser
verificado no presente trabalho. Aqui, verificamos que na densidade na qual o crescimento foi
menor (densidade de 200.m'2), o IHS foi maior (IHS=4,87). Além disso, esta relacdo inversa
poderia ser confirmada pela analise de correlagdo de Pearson, pois, para estas varidveis, os

valores de correlacdo (r) sdo negativos.

No que tange ao crescimento, Dall (1986) afirma que o crescimento dos camardes
varia ndo apenas conforme a densidade de estocagem, mas também conforme o sexo e o
tamanho do animal. Em nosso estudo também testamos o efeito de sexo no crescimento do
camardo-da-amazoOnia (M. amazonicum). Foi verificado que as fémeas apresentaram médias
superiores em relacdo aos machos TC para todas as caracteristicas corporais (Cr, Cagp, PinT €
Pagp). Vale a pena relembrar que em nossas analises, os machos GC2, GC1 e CC foram
desconsiderados por apresentar-se sob frequéncia muito reduzida. Contudo, sabe-se que estes
morfotipos, com excecdo dos machos CC, apresentam maiores taxas de crescimento em

relacdo aos demais.

Ainda, a determinagdo do tamanho dos individuos depende tanto de fatores
intrinsecos da populacdo, tais como caracteristicas genéticas e competicdo intraespecifica,
quanto de fatores extrinsecos, tais como fatores ambientais fisicos e quimicos, a competigao
interespecifica e predacdo, que atuam sobre os camardes durante desenvolvimento
ontogenético (MORAES-VALENTI et al., 2010). Como as varidveis de qualidade de 4dgua foram
monitorados rotineiramente e ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos, os juvenis
foram distribuidos aleatoriamente nas caixas experimentais e a competicao interespecifica e
predagdo eram inexistentes, presume-se que o efeito observado no crescimento deva-se em
grande parte em funcdo da densidade de estocagem. Os fatores genéticos também devem ser
levados em consideracdo, desse modo nos tdpicos 4.2.5 e 4.2.6 desta tese serd feita uma
abordagem que busque verificar o efeito de polimorfismos genéticos sobre o crescimento do

camardo-da-amazonia.
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O maior IHS das fémeas (IHS=4,55) em relagdo aos machos TC (IHS=4,21) poderia
sugerir que estes animais estejam acumulando reservas de nutrientes e lipideos para a
reproducdo, contudo, a diferenca nao é estatisticamente significativa. Esse resultado para o IHS
de fémeas e morfotipos TC de M. amazonicum corrobora novamente a indicacdo de Papa et al.
(2004), que sugerem que os machos TC da espécie apresentam atividade sexual. Além disso,
ainda baseando-se somente no IHS semelhante nas fémeas e machos TC aqui verificado, os
resultados divergem da afirmacdo de Moraes-Valenti et al. (2010) que sugerem que o
morfotipo TC representa uma classe demografica que presumivelmente ndo gasta energia para
crescimento e reproducdo. Para esta afirmativa ser completamente verdadeira, o IHS do
morfotipo TC deveria ser significantemente menor em relagao aos das fémeas, haja vista que,
como ja citado, as fémeas necessitam de um acumulo energético devido ao direcionamento
desta energia para as funcdes reprodutivas. Evidentemente, estudos detalhados que
contemplem, simultaneamente, a analise dos sistemas reprodutor e hepatossomatico feminino

e masculino devem ser realizados para confirmar esta suposigao.

No presente estudo, verificou-se 56 e 64% de rendimento corporal nas densidades de
estocagem de 40 e 200 camardes.m?, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica para
este indice quando testado o efeito da classe demografica. De acordo com Silva, Souza e Cintra
(2002) e Flexa et al. (2005), uma relacdo entre peso abdominal e total de aproximadamente

55% é o esperado para o camardao M. amazonicum.

A reducdo do RC na menor densidade de estocagem é explicada por uma relagcdo
existente entre o comprimento do cefalotérax e o Cr. Nessa relacdo ha um aumento na
proporcdo do cefalotorax a medida que os animais crescem. Provavelmente isto ocorra porque
nesta porgdo do corpo estdo concentrados os érgaos vitais do camarao (MORAES-RIODADES;
VALENTI, 2002). Espera-se que com o desenvolvimento desses érgaos, o cefalotérax aumente
proporcionalmente (KURIS et al., 1987). Essa caracteristica, ndo é considerada boa para o
cultivo, pois quanto maior for o animal, menor serd o rendimento em carne, uma vez que

apenas o abdémen é consumido.
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4.2.3. Genotipagem dos SNPs e Frequéncias Alélicas

As sequéncias da regidao codificante do gene da HSC70 foram amplificadas nas
amostras obtidas do experimento de desempenho de camarGes-da-amazonia cultivados sob
duas densidades de estocagem. Duas regides no gene foram amplificadas (primer HSC70-1 e

HSC70-2) e deram origem a uma sequéncia nucleotidica contigua de 1.128 bp (se¢do 4.1.1).

Doze SNPs foram identificados e genotipados no presente trabalho (Tabela 7). A
maioria deles correspondem aos validados anteriormente na secdo 4.1.2 deste trabalho. O SNP
C160T foi identificado pela primeira vez neste trabalho. Além disso, os SNPs C529T e T997C
anteriormente validados (se¢do 4.1.2), ndo foram constatados aqui. Todos os polimorfismos
sdo constituidos por mutagdes sindbnimas. E, mesmo tratando-se de mutagdes sinbnimas, estes
polimorfismos podem influenciar na estabilidade termodindmica do mRNA, resultando em

variacdo fenotipica (WANG et al., 2007).

Tabela 7 - Frequéncias alélicas dos polimorfismos no gene da HSC70 nas densidades de
estocagem e grupos populacionais de M. amazonicum.
Frequéncias alélicas

Loco  Alelo/n Densidade Classe demogréfica Total EHW
40 .m? 200.m> Fémeas Macho TC

T43C n 126 118 97 118 244 0,119
T 0,833 0,746 0,799 0,792 0,791
C 0,167 0,254 0,201 0,208 0,209

C1e0T n 128 124 101 120 252 1,000
C 0,980 0,984 0,980 0,983 0,982
T 0,020 0,016 0,020 0,017 0,018

T247C n 128 124 101 120 252 0,187
T 0,840 0,883 0,866 0,858 0,861
C 0,160 0,117 0,134 0,142 0,139

C256T n 128 124 101 120 252 0,077
C 0,922 0,948 0,936 0,925 0,935
T 0,078 0,052 0,064 0,075 0,065

C313T n 128 124 101 120 252 1,000
C 0,977 0,980 0,980 0,979 0,978
A 0,023 0,020 0,020 0,021 0,022

G466A n 128 124 101 120 252 0,107
G 0,859 0,815 0,842 0,833 0,837
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A 0,141 0,185 0,158 0,167 0,163

A694C n 130 129 104 124 259 0,190
A 0,835 0,895 0,870 0,863 0,865
C 0,165 0,105 0,130 0,137 0,135

A757G n 130 129 104 124 259 0,766
A 0,708 0,705 0,659 0,750 0,707
G 0,292 0,295 0,341 0,250 0,293

A856G n 129 129 104 124 258 1,000
A 0,907 0,853 0,865 0,875 0,880
G 0,093 0,147 0,135 0,125 0,120

C874T n 129 129 104 124 258 0,750
C 0,903 0,876 0,923 0,879 0,890
T 0,097 0,124 0,077 0,121 0,110

T877C n 129 129 104 124 258 1,000
T 0,950 0,946 0,938 0,964 0,948
C 0,050 0,054 0,063 0,036 0,052

T907C n 129 129 104 124 258 1,000
T 0,950 0,965 0,966 0,948 0,957
C 0,050 0,035 0,034 0,052 0,043

EHW, desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (0,00417 < o < 0,05) depois da corre¢do sequencial de Bonferroni.

Pode-se verificar que a maioria dos marcadores apresentou boa distribuicdo alélica,
com frequéncias superiores a 5,0%. Somente os alelos polimdrficos dos SNPs C160T, C313T e
T907C foram menos frequentes. Contudo, a frequéncia com que estes alelos se apresentam
ainda esta de acordo com o preconizado (BROOKES, 1999; VIGNAL et al., 2002) para se aceitar

como um SNP e ndo uma mutacao rara (>1,0%).

As frequéncias alélicas encontradas entre as densidades de estocagem ndo
apresentaram diferenca significativa (P > 0,05), com excec¢do do SNP T43C (P < 0,05). Para este
SNP, o alelo C teve uma frequéncia de 16,70% para a menor densidade e 25,40% para a maior
densidade. Entre os grupos populacionais (fémeas e machos TC) as frequéncias alélicas foram
semelhantes (P > 0,05) para todos os polimorfismos. Nenhum dos SNPs apresentou-se sob
desvio do EHW, apds a correcao sequencial de Bonferroni. Logo, todos foram considerados nas

analises de associagdo.
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4.2.4. Reconstrugdo dos Hapldtipos e Frequéncias Haplotipicas

Um haplétipo é um rearranjo fisico dos alelos SNPs ao longo de um cromossomo
(OLIVIER, 2003). Anteriormente a reconstrucdo dos hapldtipos, testes de verificagdo quanto a

presenca de eventos de recombinacado entre os sitios SNPs. Nado foi verificado recombinacao.

Com o método de inferéncia Bayesiana, identificou-se 12 haplétipos (H1 a H12) na
populacdo experimental de camardo-da-amazonia (M. amazonicum). Na Tabela 8 estdo
apresentados os hapldtipos e sua distribuicdo.

O hapldtipo H4 corresponde a sequéncia publicada no GenBank (nimero de acesso
JX948079). Pode-se verificar que a maioria dos haplétipos se apresenta com boa distribuicdo na
populacdo, com frequéncias superiores a 4,0%. A excecdo se concentra nos haplétipos H1, H6 e

H12.

Quando comparadas as frequéncias haplotipicas nas densidades de estocagem,
verificou-se que as frequéncias sdo diferentes para os haplétipos H3, H10 e H11 (P < 0,05).
Entre os grupos populacionais, houve diferenca significativa para as frequéncias dos hapldtipos

H2, H5, H7, H9 e H11.
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Tabela 8 - Hapldtipos reconstruidos para o gene da HSC70 do M. amazonicum e sua distribuicdo conforme a densidade de estocagem e classe
demogréfica.

Frequéncia haplotipica

Sitio Variavel - —
Haplétipo Densidade Classe demografica Total
2 8 § 8 2 8 3 b B =8 9 40.m? 200.m?  Fémeas MachosTC
— (@] (a\] m < Vo] N~ o0 [e0] o0 (e)]

H1 c ¢ T C C G A A A C T T 0,002 0,000 0,002 0,000 0,002
H2 c ¢ T C C G A A A T T T 0,047 0,055 0,031 0,053 0,102
H3 c ¢ T C C G A A G C T T 0,045 0,068 0,051 0,055 0,113
H4 T € T € C€C G A A A C T T 0,059 0,045 0,061 0,053 0,105
H5 T €C T € C€C G A A A C T C 0,027 0,018 0,014 0,027 0,045
H6 T C T € C G A A A T T T 0,002 0,002 0,000 0,002 0,004
H7 T C T € C G A G A C T T 0,086 0,094 0,088 0,070 0,180
H8 T C T € C G A G A C cCc 1 0,023 0,020 0,014 0,018 0,043
H9 T €C T € C A A A A C T T 0,086 0,092 0,068 0,092 0,178
H10 T C T T €C G A G A C T T 0,043 0,025 0,029 0,035 0,068
H11 T €C € € € G € A A C T T 0,086 0,053 0,051 0,070 0,140
H12 T T T C€C A G A A A C T T 0,010 0,010 0,008 0,010 0,021
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4.2.5. Associagdo dos Gendtipos SNPs com as Caracteristicas Fenotipicas

Até o momento, os estudos que relatam associagdo entre SNPs e caracteristicas
fenotipicas em espécies aquaticas sdo incipientes se comparados com os organismos terrestres.
Alguns dos exemplos de SNPs envolvidos em caracteristicas de crescimento de peixes, moluscos
e crustaceos incluem os genes do eixo do hormonio do crescimento (BLANCK, et al., 2009;
SANCHEZ-RAMOS et al., 2006; TAO; BOULDING, 2003; YU et al.,, 2010), o gene da amilase
(GLENN et al., 2005; PRUDENCE et al., 2006), o gene da parvalbumina (XU et al., 2006), o gene
do hormonio hiperglicémico de crustaceos (THANH et al., 2010), o gene transdutor de sinal e
ativador da transcricdo (MARTI et al., 2010), o gene do peptideo relacionado a insulina (CONG;
LI; KONG, 2013), o gene da DNA helicase dependente te ATP (PRASERTLUX et al., 2010) e o gene
da miostatina (WANG et al., 2010).

Em camardes de dgua-doce, o Unico trabalho que utiliza esta abordagem disponivel na
literatura até o momento, é o trabalho realizado por Thanh et al. (2010). Os autores indicam
gue polimorfismos SNPs e haplétipos do gene do hormonio hiperglicémico de crustaceos estdo

correlacionados significativamente com o crescimento de fémeas de M. rosenbergii.

No que tange o estudo de polimorfismos em genes da familia das HSP70 em camardes,
0 Unico trabalho realizado verificou a associacdo de SNPs com a resisténcia ao virus da
Sindrome de Taura em L. vannamei (ZENG et al., 2008). Em animais de producdo terrestres,
SNPs no gene da HSP70 se mostraram associados a caracteristicas reprodutivas (HUANG et al.,
2000; HUANG et al., 2002; ROSENKRANS JR et al., 2010) e caracteristicas de qualidade de carne
e de crescimento (HUANG et al., 2004; MAAK et al., 1998; REARDON et al., 2010). Entretanto,
deve-se atentar ao fato de que estes estudos acessaram polimorfismos no gene da forma

induzivel da HSP70.

O presente trabalho é pioneiro ao estudar polimorfismos na forma constitutiva do
gene da HSP70 (ou HSC70) e testar a associacdo dos mesmos a varidveis fenotipicas. Como este
gene é ubiquamente expresso nos organismos e possui funcdao fundamental na manutencao
celular (dobramento e direcionamento das proteinas recém-traduzidas), trabalhou-se com a
premissa de que este gene pudesse estar envolvido na determinacdo de caracteristicas de
interesse econdmico do camardo-da-amazonia (M. amazonicum), como o crescimento e a

reproducao.
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Na primeira abordagem para associagao de SNPs as varidveis fenotipicas assumiu-se
gue o efeito quantificado para o SNP é constante nas duas densidades de estocagem e
morfotipos estudados. No ambito das analises realizadas, ndo houve nenhuma associacdo entre

as variaveis bioldgicas e os polimorfismos (P > 0,05).

Na segunda abordagem, estudaram-se as interagdes entre os SNPs e o efeito da
densidade de estocagem sobre as caracteristicas mensuradas. Nestas analises, verificou-se
somente o efeito do SNP C256T na densidade 40.m™ (P < 0,01). N3o houve efeito de nenhum
SNP na densidade 200.m™ (P > 0,05). Na Tabela 9, encontram-se as médias para cada variavel

mensurada de acordo com os gendtipos do SNP C256T associado com a menor densidade.

Tabela 9 - Efeito do SNP C256T sobre as caracteristicas fenotipicas (média * erro padrio) de M.
amazonicum cultivados na densidade de estocagem 40.m™.

densidade 40.m™

Caracter
C/C C/T

Cr (cm) 6,69 + 0,08b 7,05 +0,15a
Cagp (cm) 3,56 +£0,05b 3,81+0,09a
PinT (8) 2,21+0,10b 2,69+0,16a
Pasp (8) 1,21 £0,05a 1,39 £0,09a
Pher (8) 0,089 +0,01b 0,116 £0,01a
RC (%) 55,75+ 1,37a 53,79 +2,16a
IHS (%) 3,52 +0,24a 3,80+0,36a

Cr, comprimento total; Cagp, coOmprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Pyep, peso
do hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.
(1) Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Os gendtipos T/T para o SNP C256T foram pouco frequentes na amostragem (somente
3) e, entdo foram desconsiderados. De qualquer modo, as diferencas entre os gendtipos C/C e
C/T na densidade 40 s3o interessantes e significativos para as caracteristicas Cagp, Pint € Phep (P
< 0,01). Valor de significancia menos rigoroso foi obtido para a variavel C; (P < 0,05). Evidencia-

se, portanto, a superioridade dos gendtipos C/T no que se refere as varidveis bioldgicas citadas.

Como ja citado, ndo houve efeito de SNPs na densidade de 200 camardes.m™. Sugere-
se duas possibilidades de causa para a ndo ocorréncia de efeito dos SNPs na condi¢do de

intensificacdo do cultivo: (1) foi estudada a forma constitutiva do gene HSC70, o qual,
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teoricamente, ndo tem seus niveis de expressdo potencializado durante uma condicdo
estressante. E assim sendo, o efeito verificado sobre o crescimento na densidade 40 seria
simplesmente o resultado da diferenca na eficiéncia do dobramento (folding) normal das
proteinas. Entretanto, esta afirmacdo pode ser controversa, uma vez que hda estudos que
relatam que tanto a forma induzivel quanto a constitutiva do gene da HSP70 tem seus niveis de
expressao aumentados sob condicdo de estresse (LO et al., 2004; TAVIARA et al., 1996); ou (2)
existe interagdo gendtipo x ambiente. A presencga de interagdo gendtipo x ambiente (G x A) se
caracteriza por uma resposta diferenciada dos gendtipos as variagdes ambientais, o que pode
ocasionar alteracdo no ordenamento de desempenho dos gendtipos nos diferentes ambientes

(FALCONER; MACKAY, 1996).

Outros estudos que possam indicar polimorfismos em genes das HSP70s do camardo-
da-amazonia (M. amazonicum) que estejam relacionados ao melhor desempenho sob elevada
densidade de estocagem devem ser conduzidos futuramente. Neste caso, as analises, além de
abordar o gene da forma induzivel da HSP70, deverdao considerar interagdes genotipo x
ambiente. Além disso, a possibilidade de se testar os niveis de expressdo do gene da HSC70 e
da HSP70 em animais estressados e ndo estressados ndo deve ser descartada.

Na terceira abordagem avaliou-se se os SNPs poderiam ter efeitos diferentes nos
grupos populacionais avaliados (Tabela 10). Os morfotipos GC1, CC e os indiferenciados, como
jd mencionado, estdo muito pouco representados e ndo foram incluidos na analise. Nestas
analises, verificou-se o efeito do SNP T907C sobre o Pygp das fémeas (P < 0,01). Contudo, deve-
se chamar a atencdo para valores de significancia menos rigorosos para as caracteristicas de
Pint € Pasp (P < 0,05). Dentro desta abordagem, o SNP C256T também apresentou efeito com

valores menos rigorosos de significancia sobre a varidvel Pagp das fémeas (P < 0,05).
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Tabela 10 - Efeito dos SNPs C256T e T907C sobre as caracteristicas fenotipicas (média *+ erro
padrdo) de fémeas do M. amazonicum.

Gendtipos SNP C256T Gendtipos SNP T907C

Caracter
c/C Cc/T T/T T/C

Cr (cm) --- --- 6,19 £ 0,06a 6,29 £0,20a
CABD (Cm) - " - "
Pint (8) 1,67 £0,05a 2,01+0,15a 1,67 £0,05b 2,12 +£0,16a
Pagp (8) 0,97 £0,04b 1,18 £0,09a 0,98 £0,04b 1,22 +0,10a
Puer (8) 0,070+ 0,04a 0,072 +0,01a 0,07 £0,004b 0,09 +£0,0010a
RC (%) 59,12+0,81a 57,78 +£2,53a
IHS (%)

C;, comprimento total; Cagp, comprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Pyep, peso do
hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.

(1) Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.

(2) Para niveis de significancia muito elevados nas andlises de intera¢des entre o SNP e a classe demografica, ndo
foram geradas as médias para as variaveis fenotipicas pelo Proc Mixed do SAS (---).

Estes valores sugerem que os alelos variantes destes SNPs (alelo T e C,
respectivamente para os SNPs C256T e T907C) tém um impacto positivo no crescimento das
fémeas de M. amazonicum. O efeito do SNP T907C sobre o peso corporal foi previamente
verificado em um estudo preliminar (BLANCK et al.,, 2012) que contemplou seis dos SNPs
(A694C, A757G, A856G, C874T, T877C, T907C) estudados no presente trabalho. Neste primeiro
estudo, os efeitos dos SNPs sobre as varidveis fenotipicas foram analisados em um modelo fixo

pelo procedimento dos Modelos Lineares Generalizados (P < 0,05).

De maneira geral, os resultados referentes aos efeitos significativos dos alelos
alternativos dos SNPs C256T e T907C sobre os caracteres de crescimento do camarao-da-
amazonia corroboram o envolvimento de HSPs na atrofia muscular em crustdceos. Spees et al.
(2003) relatam que os niveis de mRNA da HSC70 e HSP90 foram significativamente induzidos
nos estdgios de pré-muda e intermuda em uma espécie de lagosta. Este envolvimento consiste
no fato de que o crescimento em crustaceos esta relacionado ao ciclo de mudas (ecdises) e
requer muita energia (HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2004) e esta fase representa um periodo
de fragilidade e estresse do animal até que o exoesqueleto esteja rigido novamente. Por isso,
os crustaceos controlam a frequéncia dessas mudas dependendo das condi¢Ges ambientais

(STEVENSON, 1985).
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Sobretudo, no que diz respeito ao efeito do SNP T907C sobre o Pyep, é possivel de se
estar perante um efeito com algum impacto no desenvolvimento reprodutivo das fémeas. Esta
relacdo feita entre o peso do hepatopancreas e os aspectos reprodutivos das fémeas de M.
amazonicum consiste no fato de que, durante a maturacdo do ovario, os estoques de lipideos
neutros e fosfolipideos estocados no hepatopancreas sdo quebrados e transportados para o
ovario, que se torna um centro adicional de metabolismo de lipideos (HARRISON, 2000). Para a
maturacdo gonadal, portanto, é necessdrio que o hepatopancreas reserve maior quantidade de
lipideos e, desse modo, apresente maior tamanho/peso. Estudos realizados com fémeas
maduras de P. monodon, (MILLAMENA; PASCUAL, 1990), demonstraram que boa parte da
reserva de energia acumulada no hepatopancreas era utilizada para o gasto metabédlico do
animal, realizado principalmente durante a desova. Desta forma, pode-se inferir que as
reservas presentes no hepatopancreas dos animais, quando os ovarios encontram-se em
determinados estagios de maturacdo sao muito importantes para a conclusdo da ovogénese

(RIBEIRO, 2003).

No que se refere ainda as caracteristicas reprodutivas, a associacdo de SNPs em genes
de membros da familia da HSP70 a variaveis relacionadas a reprodugao encontrada no presente
trabalho estd de acordo com os descobertos para mamiferos (HUANG et al., 2002;
ROSENKRANS JR et al., 2010). Nestes estudos citados, SNPs no gene da HSP70 se apresentaram
com efeito significativo sobre varidveis como taxa de partos, viabilidade espermatica, nimero

de espermatozoides por ejaculato e volume de ejaculato em suinos e bovinos.

Varias isoformas de HSP70 sdo conhecidas por estarem presentes em estdgios
especificos durante a espermatogénese em camundongos, ratos e seres humanos (ANGELIER et
al., 1996; CHAN et al.,, 2003; MORI et al.,, 1997). Além disso, a HSP70 esta envolvida na
espermatogénese, fertilizacdo e desenvolvimento embrionadrio em humanos (EGGERT et al.,
2002), roedores (NEUER et al., 2000), bovinos (MATWEE et al.,, 2001) e espécies marinhas
(EVANS et al., 2005; HEIKKILA, 2010). Segundo Fang et al. (2012) a HSP70 também é uma

proteina essencial na espermatogénese e maturacao dos espermatozoides de crustaceos.

Retomando aos efeitos verificados do SNP T907C sobre as variaveis Pint, Pagp (P < 0,05)
e Pyep (P < 0,01), deve-se chamar atencdo ao fato de que aspectos reprodutivos como a

prolificidade estdo correlacionados diretamente com o peso total do corpo e com os
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comprimentos total do corpo e da carapaca (ou pds-orbital) do animal (SURESHKUMAR; KURUP
1998), pois quanto maior é a fémea, maior é a quantidade de ovos produzidos. Deste modo, a
selecdo de fémeas com o gendtipo T/C para este SNP, poderia ser bastante vantajosa. Além de
proporcionar um aumento no peso médio na geragdo seguinte, o que confere um prego mais
competitivo do produto final no mercado, também proporcionaria uma melhoria na larvicultura

em grande escala.

Tendo em vista as evidéncias de associacdo de SNPs ao Py de fémeas da espécie M.
amazonicum e os aspectos que envolvem as proteinas HSP70s na espermatogénese, fertilizacdo
e desenvolvimento embrionario de outros organismos, pesquisas futuras podem ser
direcionadas a tentativa de verificar também mais profundamente a relacdo entre estes

polimorfismos no gene da HSC70 e a ovogénese nesta espécie de camardo de agua-doce.

Como verificado anteriormente, os SNPs analisados neste trabalho tratam-se de
mutacdes sindbnimas. Duas explicacbes parcimoniosas para os efeitos fenotipicos dos SNPs
sinbnimos podem ser sugeridas: (1) os efeitos fenotipicos seriam causados por altera¢des na
estrutura do mRNA (CHAMARY; HURST, 2005; GRISERI et al. 2011; WANG et al., 2007). Pois,
segundo Wang et al. (2007), estruturas de mRNAs codificados por haplétipos alternativos do
gene da proteina ligadora de odor em Drosophila mostram que uma Unica substituicdo de base
pode ter um efeito profundo sobre a estrutura secundaria do mRNA. E isto pode afetar o seu
transporte, o splicing, a ligagdo ao ribossomo ou a eficiéncia da tradugdo (KIMCHI-SARFATY et
al., 2007). Entretanto, genes housekeeping como é o caso do gene da HSC70, cujas proteinas
estdo sob forte selegdo purificadora, também estdo sob a maior pressao para manter a
estabilidade do mRNA (CHAMARY; HURST, 2005). Este fato afasta a possibilidade desta
hipétese ser verdadeira para o presente estudo; e (2) estes SNPs se apresentam em forte
desequilibrio de ligacdo (DL) com algum gene que tenha efeito direto sobre as variaveis
fenotipicas. Haja vista que, a detecgdo de associagdes estatisticamente significativas entre as
caracteristicas quantitativas e gendtipos individuais de genes candidatos ndo representa uma
confirmagdo de que o gene candidato tem um envolvimento direto com o fendtipo de
interesse, mas o loco candidato pode simplesmente estar posicionado em uma estreita ligacao

fisica com o loco “real” que influencia o fendtipo em questdo (BEUZEN; STEAR; CHANG, 2000).
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4.2.6. Associagdo dos Hapldtipos SNPs com as Caracteristicas Fenotipicas

Os hapldtipos desempenham um papel importante em estudos de associacdo e
proporcionam uma visdao que permite identificar os fatores que influenciam a dependéncia

entre os SNPs (LIU; ZHANG; ZHAO, 2008).

Na anadlise em que se estudaram os efeitos dos hapldétipos sem considerar o
tratamento tampouco o sexo dos individuos, ndo foi verificado efeito estatistico dos haplétipos

nas caracteristicas fenotipicas estudadas (P > 0,01).

A andlise de associacdo dos possiveis efeitos dos hapldtipos dentro das densidades
indicou que o hapldétipo H7 (TCTCCGAGACTT) apresenta efeito significativo sobre alguns
fenotipos na densidade 200 (P < 0,01)(Tabela 11) ao passo que o H10 (TCTTCGAGACTT)

apresentou efeito significativo somente para a densidade 40 (P <0,01) (Tabela 12).

Tabela 11 - Efeito do hapldtipo H7 sobre as caracteristicas fenotipicas (média * erro padrao) de
M. amazonicum cultivados na densidade de estocagem 200.m™.

Médias dos Haplétipos Efeito Estatistico por copia
Caracter o
H7=0 H7=1 H10 adicionada
Cr (cm) 5,77 £0,07a 5,57 +£0,13b -0,3218
Casp (cm) 3,19 £ 0,04a 3,10 £ 0,08b -0,1653
PinT (8) 1,32+£0,07a 1,24 £0,11b -0,1825
Pasp (8) 0,82 £ 0,04a 0,77 £0,06b -0,0956
Puep (8) 0,058 £ 0,003a 0,058 + 0,006a -0,0046
RC (%) 63,22 £0,73a 63,51+1,17a 1,1668
IHS (%) 4,56 £0,22a 4,66 £0,23a 0,0654

C;, comprimento total; Cagp, comprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Py, peso do
hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.
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Tabela 12 - Efeito do haplétipo H10 sobre as caracteristicas fenotipicas (média * erro padrao)
de M. amazonicum cultivados na densidade de estocagem 40.m™.

Médias dos Haplétipos Efeito Estatistico por copia
Caracter . .
H10=0 H10=1 H10 adicionada
Cr (cm) 6,42 £ 0,06b 6,87 £0,23a 0,4386
Casp (cm) 3,44 £0,03b 3,70+0,13a 0,2561
PinT(8) 1,80 £ 0,06b 2,32+0,35a 0,4921
Pasp (8) 0,984 +0,03b 1,26 £ 0,19a 0,2349
Puep (8) 0,063 + 0,00b 0,104 +0,02a 0,0360
RC (%) 54,98 + 0,63a 53,01 +2,02a -1,8215
IHS (%) 3,42+0,11a 4,06 +0,33a 0,5798

Cr, comprimento total; Cagp, coOmprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Pyep, peso
do hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.

As analises de comparagdes multiplas envolvendo o fator densidade mostram que os
individuos que apresentam o haplétipo H10 crescem mais do que aqueles individuos com os
demais hapldtipos, sobretudo o haplétipo H7. O polimorfismo envolvido na reconstrugao
destes dois hapldtipos corresponde ao SNP C256T. Isto pode explicar o fato do efeito dos
haplétipos H7 (alelo C para o SNP C256T) e H10 (alelo T para o SNP C256T) serem inversos.
Retomando anilise de associacdo dos locos simples, foi verificado que o alelo T deste SNP
promove o aumento da média para as varidveis Cagp, Pint € Pher Na densidade 40. O efeito
positivo deste SNP corrobora o efeito positivo do haplétipo H10 sobre as caracteristicas Cr,

Cago, Pint, Pagp € Phep.

Considerando que o haplétipo H4 é o hapldtipo consenso (sequéncia idéntica a
sequéncia descrita e depositada no GenBank), observou-se que tanto no hapldétipo H7 quanto
no H10, ha a substituicdo na posicao correspondente ao SNP A757G. Embora, quando analisado
individualmente, este SNP ndo tenha apresentado efeito significativo sobre os fendtipos
estudados no camardo-da-amazénia, ele deve ser levado em consideragdao quando da utilizacado

de haplétipos como um critério de selecdo genética para a espécie.

Ainda, ao contrastarmos os dados do efeito do hapldétipo H10 e a sua frequéncia em
cada uma das densidades testadas, verificamos que o hapldtipo H10 é mais frequente na
densidade 40. Este evento poderia auxiliar a explicar a associacdo deste haplétipo com o maior

crescimento dos animais submetidos a esta densidade de estocagem.
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Ao analisar a interacdo dos haplétipos com os morfotipos, novamente foi verificado
efeito negativo do haplétipo H7 (Tabela 13). Contudo, neste caso o efeito se mostrou
acentuado na expressao quantitativa das caracteristicas Cr e Pagp tanto das fémeas como dos
machos TC (P < 0,01). Valores de significancia com menor rigor estatistico foram verificados

para as caracteristicas Cagp € Pint (P < 0,05).

Tabela 13 - Efeito do hapldtipo H7 sobre as caracteristicas fenotipicas de fémeas e machos de
M. amazonicum.

Médias dos Haplétipos Efeito Estatistico por cépia
Caracter .
H7=0 H7 =1 H7 adicionada
Cr (cm) 6,09 + 0,06a 5,88 £ 0,09b -0,2105
Cagp (cm) 3,32+0,03a 3,20 £ 0,05b -0,1124
PinT(8) 1,52 £0,05a 1,38 £ 0,06b -0,1569
Pasp (8) 0,89 +£0,03a 0,79 £0,03b -0,1066
Puep (8) 0,058 +0,00a 0,057 +0,01b -0,0027
RC (%) 59,16 +0,75a 58,44 +1,09a -0,8222
IHS (%) 3,97 £0,18a 4,13 +0,18a 0,0927

Cr, comprimento total; Cagp, coOmprimento abdominal; Py, peso inteiro; Pagp, peso abdominal; Pyep, peso
do hepatopancreas; RC, rendimento corporal; IHS, indice hepatossomatico.

Considerando o efeito negativo do haplétipo H7 e que este é o haplétipo mais
frequente na populagcdo, pode-se sugerir que seja realizada a selecdo negativa quanto a
presenca do mesmo na populacdo, independentemente da densidade de estocagem ou grupo
demografico testados no presente trabalho. Espera-se que a reduc¢do da frequéncia deste
haplétipo na populagdo cause um aumento na média de crescimento das geracdes futuras.
Contudo, ressalta-se que o resultado deste trabalho é preliminar e pesquisas mais
aprofundadas sdo necessarias para validar as associacdes SNP-caracteristica e/ou haplétipo-

caracteristica em grandes populagdes independentes.

As analises de hapldtipos tornam-se mais significativas quando se sabe a fase de
ligacdo e quando monitoramos a transmissdao destes haplotipos de uma geragdo para outra,
porém ndo é o caso do presente estudo. De qualquer forma, os resultados aqui revelados sao

de grande relevancia e interesse para este tipo de analise.
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Os efeitos dos SNPs C256T e T907 e os haplétipos H7 e H10 podem servir como o
primeiro passo para a implementacdo de estratégias de selecdo assistida por marcadores (MAS)
para aumentar a produtividade e tem potencial de aplicagao futura no melhoramento genético
do camardo-da-amazonia. Entretanto, a associacdo estatistica entre os hapldtipos e as
caracteristicas de crescimento ndo significa que o gene da HSC70 tem um envolvimento direto
(pode possuir efeito de ligacdo com outros genes que influenciam diretamente a caracteristica)
nas caracteristicas de crescimento, mas eles podem ser Uteis para uma melhor compreensdo do

desempenho de crescimento em M. amazonicum.

O desenvolvimento de linhagens de alto desempenho é um programa muito complexo
e necessita de uma investigacdao mais aprofundada e validacdo dos resultados observados no
presente trabalho. E necessario, portanto, confirmar muitos detalhes fundamentais antes que
0os SNPs possam contribuir efetivamente com programas de MAS para o melhoramento
genético de M. amazonicum. Dessa maneira, para validar as associacGes, mais estudos devem
ser repetidos em grandes populacbes independentes provenientes de varios ambientes.
Sobretudo, os mecanismos moleculares subjacentes a associacdo entre as mutacbes e as
caracteristicas de crescimento também devem ser investigados por meio da quantificacdo das
transcricoes génicas nos individuos de extremo desempenho. Além disso, o objetivo de sele¢do
em M. amazonicum, assim como em outras espécies, devera incluir varias caracteristicas
simultaneamente. Entdo, mais tracos tais como qualidade de carne e resisténcia a doencas,
devem ser considerados no futuro. Estes estudos poderdo investigar se os SNPs envolvidos nas
caracteristicas de crescimento poderiam estar envolvidos em outras caracteristicas de interesse

econdmico.



DIVERSIDADE E ESTRUTURACAO GENETICA DE POPULACOES DO
CAMARAO-DA-AMAZONIA (Macrobrachium amazonicum) BASEADA
EM SNPs NO GENE DA HSC70
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4.3. Diversidade e Estruturagdo Genética de Populagbes do Camariao-da-Amazonia

(Macrobrachium amazonicum) Baseada em SNPs no Gene da HSC70

4.3.1. Caracterizagdo da Diversidade Genética

4.3.1.1. Andlise de locos simples

No total foram analisados 1128 sitios nucleotidicos da regido codificante do gene da
HSC70 em duas populagdes nativas de camardes-da-amazonia. Nas sequéncias das duas
populacdes, foram identificados 20 SNPs sinGnimos representados por 22 mutacdes, uma vez
que dois destes SNPs sdo sitios polimdrficos com mais de duas variantes alélicas (sitios C313A/T
e A856C/G). Treze destes sitios varidveis sdo classificados como parcimoniosamente
informativos, pois o polimorfismo ocorre mais de uma vez em cada uma das populagdes.
Contudo, cinco sitios ndo informativos (singletons) para ambas as populacdes também foram
considerados para todas as anadlises genéticas, totalizando 18 SNPs para a populagao do rio
Tocantins e nove para a populacdo do rio Paracauari. Sete SNPs (T43C, T196C, C256T, G466A,
G673A, A757G e A856C/G) sdo compartilhados entre as populagdes. Somente os SNPs T217C e
T766C sdo exclusivos da populacdo do rio Paracauari. Na Tabela 14 estdao demonstrados cada
um dos SNPs (informativos e ndo informativos) em ambas as popula¢gdes de camardo-da-

amazonia.

Retomando a prospeccdao de SNPs realizada no topico 4.1.2 desta tese e o
compartilhamento de polimorfismos entre as populagdes, verifica-se que o0s SNPs
compartilhados entre as populagGes dos rios Tocantins e Paracauari, com exce¢ao dos SNPs
T196C e G673A, também estdo presentes na populacdo experimental do CAUNESP. Este
compartilhamento de alelos pode ser indicio de um polimorfismo ancestral, mantido nas
populacdes estudadas. E importante retomar que a populacio experimental do CAUNESP foi
fundada a partir de reprodutores coletados no Furo das Marinhas, Mosqueiro-PA (VALENTI,
comunicagdo pessoal). Localidade esta situada geograficamente préxima aos pontos de coletas
analisados no presente estudo. Logo, o compartilhamento dos alelos das populagdes naturais

com a populacdo experimental se deve ao efeito fundador nesta ultima.
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A origem ancestral comum das populacdes costeiras do Pard foi recentemente
evidenciada por Vergamini, Pileggi; Mantelatto (2011). Os autores mostraram por analises
filogenéticas e de distancia (sequéncias COl — citocromo oxidase |) que uma populacdo
ancestral originou a populagdo continental de M. amazonicum da Amazdénia e outra populagdo
ancestral deu origem tanto as popula¢ées continentais do Parana/Paraguai como as populagdes

costeiras do norte e nordeste do Brasil (Figura 26).

Figura 26 - Mapa indicando as populagdes de M. amazonicum ja estudadas molecularmente.
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Marcadores vermelhos: localidades do Pard (Mocajuba, rio Tocantins e Soure, rio Paracauari) estudados no
presente trabalho; Marcadores amarelos: trés localidades do estado do Para (Abaetetuba, Belém e Santa Barbara
do Pard), as quais fazem parte do sistema hidrografico Tocantins-Araguaia, estudados por Vergamini; Pileggi;
Mantelatto (2011).

Como citado anteriormente, existe a ocorréncia de dois SNPs trialélicos (C313A/T e
A856C/G), cuja forma foi verificada somente na populacdo do rio Tocantins. A frequéncia de
SNPs trialélicos nesta populacdo poderia ser explicada pela selecdo natural ou hotspots
mutacionais. Hodgkinson e Walker (2010), averiguando a ocorréncia de SNPs trialélicos no
genoma humano, propdem que uma nova mutacao pode induzir outra mutagdo tanto em um

mesmo individuo como subsequentemente durante a recombinagao.

As frequéncias dos alelos polimérficos (Tabela 14) variaram de 1,1% a 27,7% na

populagdo do rio Tocantins e de 1,7% a 21,7% na populagdo do rio Paracauari. Em ambas as
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populacdes a frequéncia da variante do SNP A757G foi a mais alta. As frequéncias minimas
observadas para a validacdo dos SNPs estdo de acordo com Brookes (1999) e Vignal et al.
(2002). O alelo polimérfico do SNP C256T apresentou-se com uma frequéncia superior a 5% nas
duas populacdes naturais (Tabela 14). Este alelo também esta presente na populacdo
experimental do CAUNESP (frequéncia em 5,2%) e apresentou efeito positivo sobre
caracteristicas de fitness. Considerando unicamente a origem comum deste alelo, haja vista que
o estoque do CAUNESP foi fundado a partir de uma populacdo do Para (VALENTI, comunicacdo
pessoal) e que as populacdes desta regido possuem um ancestral comum (VERGAMINI;
PILEGGI; MANTELATTO, 2011), poderia se extrapolar a informacdo do efeito deste SNP também

nestas popula¢des naturais.

Tabela 14 - Descricdo dos SNPs (parcimoniosamente informativos e ndo informativos)

identificados, variantes alélicas e frequéncias alélicas em duas populagdes de M. amazonicum.
Frequéncia alélica

Rio Tocantins Rio Paracauari

SNP Classificagao Alelo

Parcimoniosamente informativos

T43C transicao T 0,979 0,983
C 0,021 0,017
T220G transversao T 0,979 -
G 0,021
C256T transicao C 0,915 0,950
T 0,085 0,050
T304C transicao T 0,979 -
C 0,021
C313A/T transversdo/transicdo C 0,968 ---
A 0,011
T 0,021
G466A transicao G 0,872 0,850
A 0,128 0,150
A484G transicao A 0,979 -
G 0,021
T646C transicao T 0,926 -
C 0,074
G673A transicao G 0,979 0,967
A 0,021 0,033
T688C transicao T 0,979 -
C 0,021
A757G transicao A 0,723 0,783



G 0,277 0,217
A856C/G transversdo/transi¢cdo A 0,979 0,983
C 0,011 0,017
G 0,011
T997C transicao T 0,979 -
C 0,021
SNPs informativos por populagéo 13 6
Nao informativos
A85T transversao A 0,989 -
T 0,011
T196C transicao T 0,989 0,983
C 0,011 0,017
T217C transicao T - 0,983
C 0,017
T247C transicao T 0,989 -
C 0,011
T658C transicao T 0,989 -
C 0,011
T766C transicao T - 0,983
C 0,017
T781C transicao T 0,989 -
C 0,011
SNPs ndo informativos por populagdo 5 3
SNPs por populagéo 18 9
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Os valores de heterozigosidade observada e esperada (Tabela 15) variaram,

respectivamente, de 0,000 a 0,468 e de 0,021 a 0,400 na populagdo do rio Tocantins e de 0,033

a 0,367 e de 0,033 a 0,339 na populacdo do rio Paracauari. A hetetozigosidade esperada média

foi de 0,073 e 0,047 para as populagcGes dos rios Tocantins e Paracauari, respectivamente. Os

valores de heterozigosidade sdo baixos provavelmente devido ao carater bi-trialélico de alguns

locos e a baixa densidade dos marcadores SNPs utilizados neste trabalho. Desse modo, estas

medidas ndo parecem ser adequadas para a inferéncia da variabilidade genética. Mais adiante,

esta abordagem sera retomada na analise da diversidade haplotipica.

Conforme teste de desvios do EHW (Tabela 15), todos os locos SNPs utilizados para as

anadlises genéticas ndo se apresentam em desequilibrio nas duas populac¢des (0,004 < a < 0,05,
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apos correcao sequencial de Bonferroni). Desequilibrio de ligacdo foi verificado para nove pares
de locos SNPs na populagdo do rio Tocantins (C256T e C313A/T; T43C e T658C; A484G e T658C;
T196C e G673A; C256T e G673A; T658C e G673A; T220G e T688C; C256T e A757G; G466A e
T997C) e quatro pares na populacdo do rio Paracauari (T196C e A757G; C256T e A757G; G673A
e A757G e T43C e A856C/G). Para que ocorra o desequilibrio de ligagdo, ndo é necessario
apenas que os locos estejam fisicamente ligados, pois, o desequilibrio de ligacdo ocorre quando
ha um desvio na frequéncia observada da combinacdo entre os alelos do par de locos
analisado, em relacdo a frequéncia esperada. Varios fatores podem causar este desvio,
incluindo mutacdo, acasalamento preferencial, tamanho populacional finito, fluxo génico e

selecdo natural (TEMPLETON, 2011).

Os valores de Fis ndo foram significativos (Fis = -0,0025, para a populacdo do rio
Tocantins e Fis=0,000, para a populacdo do rio Paracauari) (Tabela 15), corroborando a auséncia
de desvios do EHW, sugerindo auséncia de endocruzamento nas duas popula¢gbes de M.

amazonicum.
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Tabela 15 - indices de diversidade genética para cada um dos 20 SNPs identificados no gene da
HSC70 de duas populacdes nativas de M. amazonicum.

SNP Na Ne Ho He EHW Fis pL pS

rio Tocantins (n=47)

C43T 2,000 1,043 0,043 0,042 1,000 -0,011 1,000 0,996
A85T 2,000 1,022 0,021 0,021 S.i. 0,000 1,000 1,000
T196C 2,000 1,022 0,021 0,021 S.i. 0,000 1,000 1,000
T220G 2,000 1,043 0,043 0,042 1,000 -0,011 1,000 0,990
T247C 2,000 1,022 0,021 0,021 S.i. 0,000 1,000 1,000

C256T 2,000 1,184 0,170 0,156 1,000 -0,082 1,000 0,714
T304C 2,000 1,043 0,000 0,042 0,011 1,000 0,011 1,000
C313A/T 3,000 1,066 0,064 0,062 1,000 -0,015 1,000 0,978
G466A 2,000 1,287 0,213 0,223 0,554 0,055 0,581 0,836
A484G 2,000 1,043 0,043 0,042 1,000 -0,011 1,000 0,990
T646C 2,000 1,160 0,149 0,138 1,000 -0,070 1,000 0,819
T658C 2,000 1,022 0,021 0,021 S.i. 0,000 1,000 1,000
G673A 2,000 1,043 0,043 0,042 1,000 -0,011 1,000 0,986
T688C 2,000 1,043 0,043 0,042 1,000 -0,011 1,000 0,989
A757G 2,000 1,667 0,468 0,400 0,935 -0,159 0,938 0,246
T781C 2,000 1,022 0,021 0,021 S.i. 0,000 1,000 1,000
A856C/G 3,000 1,044 0,043 0,042 1,000 -0,005 1,000 0,991
T997C 2,000 1,043 0,043 0,042 1,000 -0,011 1,000 0,996

Média 1,900 0,991 0,141 0,073 --- -0,025 0,7913 0,420

rio Paracauari (n=30)

C43T 2,000 1,034 0,033 0,033 S.i. 0,000 1,000 1,000
T196C 2,000 1,034 0,033 0,033 S.i. 0,000 1,000 1,000
T217C 2,000 1,034 0,033 0,033 S.i. 0,000 1,000 1,000

C256T 2,000 1,105 0,100 0,095 1,000 -0,036 1,000 0,961
G466A 2,000 1,342 0,233 0,255 0,506 0,102 0,525 0,888
G673A 2,000 1,069 0,067 0,064 1,000 -0,018 1,000 0,976
A757G 2,000 1,514 0,367 0,339 0,809 -0,063 0,821 0,620

T766C 2,000 1,034 0,033 0,033 S.i. 0,000 1,000 1,000
A856C/G 2,000 1,034 0,033 0,033 S.i. 0,000 1,000 1,000
Média 0,900 0,510 0,086 0,047 --- 0,000 0,633 0,683

Na, numero de alelos; Ne, nimero de alelos efetivos; He, heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade
observada; EHW, desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, com 0,004 < a < 0,05 (ajustado com a corregdo
sequencial de Bonferroni); Fis, coeficiente de endocruzamento; pL, valores de probabilidade para o déficit de
heterozigotos; pS, valores de probabilidade para o excesso de heterozigotos. s.i., sem informacdo, pois estdo
representados por uma Unica copia do alelo variante do SNP em um Unico individuo heterozigético (locos SNP nio
considerados para correcdo sequencial de Bonferroni).
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4.3.1.2. Andlise dos hapldtipos

Anteriormente a reconstrucdo dos hapldtipos, foram realizados testes para verificar a
presenca de eventos de recombinacdo entre os sitios SNPs. Nenhum dos algoritmos testados

indicou recombinacdo (GENECONV, BootScan, MaxChi, Chimaera, SiScan, 3Seq).

Com o método de inferéncia Bayesiana utilizado para a reconstru¢do dos hapldtipos e
sob a consideracdo dos valores de probabilidade para cada par de haplétipo superiores a 70%,
identificou-se 12 haplétipos no total, sendo 10 haplétipos para a populacdo do rio Tocantins e
cinco para a populacdo do rio Paracauari (Tabela 16). Dentre estes, trés (H1, H2, H7) sdo
compartilhados entre as popula¢cdes. Somente os haplétipos H11 e H12 s3o exclusivos da
populagdo do rio Paracauari, sendo os restantes, exclusivos da populagdo do rio Tocantins. E
importante destacar que somente 11 sitios varidveis constituem os haplétipos reconstruidos
(Tabela 16), pois na consideracdo dos valores de probabilidade >70% na reconstrucdao dos

haplétipos, os SNPs T43C e A484G acabaram por ser desconsiderados.

Analisando-se a variacdo existente nas populacdes, verificou-se que a diversidade
haplotipica total (Hd) das populacdes foi igual a 0,677. A diversidade de haplétipos para a
populagdo do rio Tocantins foi igual a 0,712 e para a populagdao do rio Paracauari foi igual a
0,596. Esta diversidade de hapldtipos é alta e significantemente diferente (p < 0,05) entre as

populagdes.

Com relacdo aos valores de diversidade nucleotidica (), encontrou-se m=0,00092,
n=0,00071 e m=0,00085, para a populacdo do rio Tocantins, do rio Paracauari e total,
respectivamente. A diversidade nucleotidica é significativamente maior na populagdao do rio

Tocantins (P < 0,05).

Embora as populagdes de camarao-da-amazdnia tenham se apresentado com alta
variabilidade genética, verificou-se que a populacdo do rio Paracauari apresentou menor
variagao haplotipica. Esta redugao da variagao genética no rio Paracauari pode ter uma origem
histérica relacionada a efeito de fundador desta populacdo, mas também, pode ser
consequéncia do alto nivel de degradagao dos recursos deste rio, quer seja em fungao da
poluicdo (principalmente pela falta de sistemas adequados de emissao de esgoto e a presenca
de um cemitério, um matadouro e um curtume as margens do rio) ou pela intensa pesca

extrativista praticada na regiao.
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Tabela 16 - Hapldtipos, sitios varidveis e frequéncia relativa dos respectivos hapldtipos
detectados em duas populagGes naturais de M. amazonicum.

Sitios varidveis Frequéncia haplotipica
Haplétipo O © S M ©W W ®m W ~N O N . . . .
A 2 2 F @ 3 5 8 v v 2 rio Tocantins rio Paracauari
H1 T C T CGTGTGAT 0,236 0,158
H2 T C T CGTGTAA AT 0,472 0,605
H3 T C T CGT G TATZCT 0,014
H4 G C T CGTGTCAA AT 0,028
H5 T C T CG CGTAA AT 0,097
H6 T C T A GTGTAA AT 0,014
H7 T C T CGAGTAA AT 0,083 0,158
H8 T C T C A T G TA A C 0,014
H9 T C CCGTGTAA AT 0,028
H10 T T T T G T G T G A T 0,014
H11 T C T CGTATGA AT 0,026
H12 T T T CG T G TG AT 0,053

Nas populacdes costeiras do estado do Pard estudadas por Vergamini, Pileggi e
Mantelatto (2011) encontrou-se valores semelhantes de diversidade haplotipica (total de 13
haplétipos) e nucleotidica para as sequéncias do gene mitocondrial COI. Os autores verificaram
valores de Hd = 0,43, Hd = 0,61 e Hd = 0,67 para os espécies de Abaetetuba, Santa Barbara do
Pard e Belém, respectivamente. Os valores de m variaram de 0,00075 a 0,00163. Esta
comparacdo permite sugerir que a andlise de um fragmento da sequéncia do gene da HSC70,
pode fornecer informacdes relevantes em estudos de variabilidade e estruturacdo genética de

populacdes de M. amazonicum.

Segundo Li et al. (2008) a variacdo alélica em sitios SNPs em genes codificadores de
proteinas nucleares sao promissores marcadores genéticos de populagdes para uma grande
variedade de organismos. As substituices silenciosas em regiGes de genes nucleares
(geralmente em posicdes terceiro cddon) sdo marcadores genéticos particularmente Uteis para
espécies de alto fluxo de genes (UNAL; BUCKLIN, 2011). VariacGes em tais sitios sdo muito
comuns porque eles sdo seletivamente neutros (UNAL, 2011). Unal e Bucklin (2011) analisaram
SNPs em trés genes diferentes (aproximadamente 2000 pb, incluindo o gene da HSP70) e
identificaram 24 SNPs com padrdes de variacdo vantajosos para resolver os baixos niveis de

diferenciacdo genética de Calanus finmarchicus em toda uma gama de escalas espaciais.
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A diversidade genética, expressa dentro e entre populagdes, reflete a melhoria da
adaptacdo da espécie a um determinado ambiente, e também permite expandir as fronteiras
de colonizacdo e de distribuicdo, possibilitando a sua sobrevivéncia em uma ampla variedade
de condicGes ambientais (MA; FENG; LI, 2012). Assim, altos valores de variabilidade genética
entre populacdes de uma determinada espécie podem estar relacionados a sua versatilidade
ecoldgica (WALKER, 1992) como parece ser o caso de M. amazonicum. O M. amazonicum tolera
uma vasta gama de variagdo das principais caracteristicas fisicas e quimicas da agua. A
literatura mostra que o camardo-da-amazOnia pode existir em dguas que variam temperaturas
entre 20°C (BIALETZKI et al., 1997) e 32,5°C (MORAES-RIODADES; KIMPARA; VALENTI, 2006),
oxigénio dissolvido em &gua entre 1,7 e 13,2 mg.l" de (MORAES-RIODADES; KIMPARA;
VALENTI, 2006) e acidez com pH entre 50 (MONTOYA, 2003) e 9,6 (MORAES-RIODADES;
KIMPARA; VALENTI, 2006). Os valores destas variaveis podem diferir consideravelmente entre
larvas, juvenis e adultos, e entre machos e fémeas da espécie (DAOUD et al., 2007). Além disso,
para Maciel e Valenti (2009) os limites de tolerancia para os fatores ecoldgicos sdo populacdo-
especificas e pode variar em individuos de uma espécie que habita locais diferentes. No
entanto, parece que o M. amazonicum tem uma elevada tolerancia intrapopulacional para

variaveis ambientais.

Estes aspectos reiteram importancia do conhecimento molecular das adaptagdes e
modificacGes em resposta as varidveis ambientais para o entendimento da biologia,
distribuicao e capacidade de M. amazonicum para se adaptar a diferentes condigdes e regides
geograficas. Além disso, pelo fato das HSP70’s serem proteinas que apresentam relagdo intima
com os fatores de estresse e adaptacdo, o estudo de seus genes se torna de fundamental

interesse em espécies com grande plasticidade ecoldgica, como o M. amazonicum.

4.3.2. Caracterizagdio da Estruturagcéo Genética

Nesta etapa do presente trabalho, os padrdes de variacdao na frequéncia genotipica e
haplotipica do gene da HSC70 foram utilizados para estimar a estruturacdo genética de duas
populagdes de camardo-da-amazonia. O estudo dessa estruturagao pode contribuir para o

entendimento dos processos de diferenciacdo populacional e especia¢do, assim como para o
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estabelecimento de estratégias de manejo e conservacdo da biodiversidade (McMILLEN-

JACKSON; BERT, 2004).

A andlise de variacdo molecular (Tabela 17) utilizando os haplétipos construidos a
partir de 20 locos polimérficos de parte do referido gene indicou que toda a variacdo genética
observada no camardo-da-amazonia estd presente dentro das populacdes (100,05% dentro das
populacdes e -0,05% entre as populagdes). A diferenciacdo entre as popula¢ées, avaliada pelo
indice de fixagao indicou valores de Fsr igual a -0,00048. Em analises do indice de fixagdo Fsr,
valores negativos indicam que ha mais variacdo intrapopulacional do que interpopulacional
nessas localidades (HABIB et al.,, 2011). Assim, os valores negativos devem ser interpretados
como zero, ou seja, auséncia de diferenciacdo genética entre as populacdes (Sl et al., 2012;

HIDER et al., 2013), em que h34, portanto, um intenso fluxo génico entre as populac¢des.

Tabela 17 - Anadlise da Variancia Molecular em duas popula¢Ges nativas de M. amazonicum.
Componentes da Variacao

Fonte de variagao GL SQ Variancia (%) P-valor
interpopulacional 1 0,467 0,00023 Va -0,05 0,362+-0,015
intrapopulacional 108 51,133 0,47859 Vb 100,05

Total 109 51,721 0,47827 100

GL, grau de liberdade; SQ, soma dos quadrados.

O software Structure 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) também foi
usado para investigar estruturacdo populacional, a partir de uma inferéncia Bayesiana. O
modelo do Structure pressupde que os locos sao independentes dentro das populagdes. Esta
suposicdo é susceptivel de ser violado para os dados de sequéncia, dados de regides como
cromossomo Y ou mtDNA ndo recombinante (PRITCHARD; WENA; FALUSH, 2010). No presente
estudo, encontraram-se valores significantes de desequilibrio de ligacdo entre alguns pares de
locos. Apesar destes dados ndo se enquadrarem bem ao modelo, os autores afirmam que o
Structure pode ser executado razoavelmente bem. Sendo assim, considerando que a presenca
de locos em desequilibrio de ligacdo é uma possivel fonte de erro para as analises, decidiu-se
utilizar duas abordagens: (1) analise de agrupamento utilizando os 11 locos SNPs como locos
independentes; (2) analise de agrupamento utilizando os todos os 11 locos SNPs como loco

simples ou haplétipos (PRITCHARD; WENA; FALUSH, 2009; UNAL; BUCKLIN, 2011).
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Na primeira abordagem, a analise Bayesiana que considera todos os gendtipos sem
informacdo de origem dos mesmos determinou a presenca de apenas uma populacdo (K = 1) de
M. amazonicum (Figura 27 a). N3o foi realizada a correcdo de Evanno, Regnaut e Goudet (2005)
porque foi apontada somente uma populacdo. Esta correcdo elimina os dois valores de K
extremos da analise, no caso K=1 e K=5. Sendo assim, esta correcdo ndo é adequada aos nossos

dados.

Na segunda abordagem, a mesma analise também determinou K = 1 (Figura 27 b). Em
ambas analises, o teste de atribuicdo dos individuos mostra que todos os individuos possuem
probabilidade semelhante de pertencer a qualquer uma das popula¢des (Figura 28 a e b),
sugerindo que se trata de uma populacdo Unica de camardo-da-amazoOnia. Estas duas
abordagens confirmam a baixa diferenciacdo genética entre as duas populacdes encontrada a
partir da AMOVA e do Fst. Entretanto, a aplicacdo pratica desta informacdo no manejo dos
recursos genéticos destas populacdes, se necessdrio, deve ser cautelosa, uma vez que no

presente estudo analisou-se um fragmento nucleotidico de apenas um gene.

Figura 27 - Estimativa do numero de populacdes de M. amazonicum determinadas pelo
programa Structure.
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(a) K determinado de acordo com o calculo de Ln(P(X]|K) (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) na andlise de
agrupamento utilizando os 11 locos SNPs como locos independentes; (b) correspondem aos mesmos calculos
citados, porém abordando todos os SNPs como haplétipos.
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Figura 28 - Resultado dos testes de atribuicdo de individuos de duas populagées de
Macrobrachium amazonicum, gerados pelo programa Structure.
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(a) O grafico representa as populages ndo estruturadas com K = 2, obtido pela analise de agrupamento utilizando
os 11 locos SNPs como locos independentes. (b) O grafico representa as populagdes ndo estruturadas com K = 2,
obtido pela analise de agrupamento utilizando os todos os 11 locos SNPs como loco simples ou haplétipos.

A extensdo do fluxo génico pode variar consideravelmente entre as espécies, sendo ela
um resultado das caracteristicas de histéria de vida das mesmas (BALLOUX; LUGON-MOULIN,
2002; SLATKIN, 1985). O nivel de estruturacdo intraespecifico, contudo, é negativamente
correlacionado com a capacidade de dispersao da espécie (BAY et al., 2004). Assim, é esperado
gue espécies que distribuem seus gametas ou zigotos através de correntes de agua (por
exemplo, algumas larvas de camardes de agua doce) tendam a exibir menor estruturagao
populacional devido a alta taxa de fluxo génico quando comparadas com espécies sésseis que
ndo possuem fase peldgica (JENKINS et al., 2007). Como resultado, espécies aqudticas com
longas fases larvais marinhas sdao sempre consideradas a dispersar por grandes distancias,
tendo uma ampla distribuicdo geografica, alta taxa de fluxo génico, maiores niveis de variacao
intraespecifica e, consequentemente, menores niveis de diferenciacdao entre as populagdes

(BOHONAK; JENKINS, 2003; FERAL, 2002).

A auséncia de estruturacao genética constatada entre as populagdes de camardo-da-
amazodnia das duas localidades estudadas no presente trabalho, se analisadas em uma escala

ampla, diverge de outros poucos relatos encontrados na literatura. Peixoto (2002, dados nao
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publicados) evidenciou, com o marcador mitocondrial COIl, que populacdes provenientes das
bacias continentais de Goidnia (GO), de Santarém (PA) e de bacias costeiras do Para se
constituem em trés grupos distintos por ndao apresentarem fluxo génico entre si. Da mesma
forma, Vergamini; Pileggi; Mantelatto (2011), caracterizando molecularmente (marcadores 16S
rRNA e COI) populagdes continentais e costeiras de M. amazonicum de todo o Brasil,
identificaram divergéncia genética significativa entre as populacdes. Esta divergéncia
estruturou as populagdes brasileiras em trés grupos: (1) continental da Amazénia; (2) bacias do
Parand e Paraguai (Mato Grosso do Sul); e (3) sistemas costeiros do norte e nordeste (Amap3,
Para e Ceara). Em ambos os trabalhos citados, a estruturagdo ocorreu a partir da comparacgado
entre populagdes oriundas de sistemas hidrogeograficos diferentes e foi atribuida ao
isolamento geografico existente entre estas populacdes, o que impede a dispersdo e
conectividade entre elas (VERGAMINI; PILEGGI; MANTELATTO, 2011). O agrupamento das
populacdes dos sistemas costeiros do norte/nordeste brasileiro (VERGAMINI; PILEGGI;
MANTELATTO, 2011) abre margens a uma comparacdao em escala local (Figura 26), mais
apropriada ao presente estudo. Em escala local, nossos resultados concordam com os achados
por Vergamini, Pileggi e Mantelatto (2011). Visto que as popula¢des aqui analisadas alocam-se
em diferentes bacias hidrograficas (bacias do Tocantins-Araguaia e do Marajé Oriental) , porém
sob uma pequena distadncia geografica (aproximadamente 250 km) e sem isolamento
geografico, nossos resultados (auséncia de estruturacdo genética) apresentam significado

bioldgico plausivel.

Diferentemente de nosso estudo, a existéncia de estruturacdo genética foi
previamente reportada para diferentes populagdes de M. nipponense, Macrobrachium
australiense e Macrobrachium tolmerus (MA; FENG; LI, 2012; SHARMA; HUGHES, 2009). E
possivel que a diferenciacdo genética observada entre popula¢cdes de M. nipponense e M.
australiense esteja relacionada a sua limitada capacidade de movimentacdo (FENG et al., 2008;
SHARMA; HUGHES, 2009), pois os adultos s6 se movem a curtas distancias e agarram-se as
ervas daninhas ou outros objetos debaixo d'agua a maior parte do tempo devido a fraca
capacidade de natacdo (FENG et al, 2008). Além disso, a maior sensibilidade a elevada
salinidade que o M. australiense apresenta, favorece a menor dispersdo da espécie, e
consequentemente, a estruturacdo destas populacdes (SHARMA; HUGHES, 2009). Estes

argumentos, contudo, a principio ndo podem ser extrapolados ao M. amazonicum, uma vez que
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esta espécie se apresenta tolerante a uma ampla variagdo das condigbes ambientais (por
exemplo, salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido em agua e pH), o que pode permitir sua

grande capacidade de dispersdo e colonizacao.

As populagbes aqui analisadas demonstraram grande variabilidade genética e um
cenario com provavel auséncia de estruturagdo genética. No entanto, a auséncia de
diferenciacdo deve ser considerada com cautela, ao passo que uma conclusdo equivocada pode
implicar em um mau gerenciamento de planos de manejo, uma vez que toda a drea de
distribuicdo de uma espécie pode ser considerada como uma Unica grande populagdo. Deste
modo, sugere-se que a hipdtese de auséncia de estruturacdo deva ser aceita somente quando
realizado um estudo ao longo de varios anos, com grande esforco amostral e grande nimero de
locos/genes analisados, pois somente assim tem-se uma visdo mais ampla da diversidade

genética da espécie como um todo.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados na presente tese, conclui-se que:

(1) A utilizacdo de primers desenhados baseados na sequéncia-referéncia do gene da HSC70 da
espécie congenérica M. rosengerbii foi satisfatéria para a amplificagao e sequenciamento de

1128 pb do referido gene da espécie-alvo deste estudo, o M. amazonicum;

(2) O fragmento do gene da HSC70 estudado apresentou polimorfismos SNPs sinGnimos e
informativos nas trés populacdes de M. amazonicum. Detectou-se 12 SNPs na populacdo
experimental do CAUNESP, 13 na populacdo do rio Tocantins e seis na populacdo do rio
Paracauari. Estes polimorfismos sdo Uteis para estimar a estrutura genética de populagdes, bem
como para verificar a sua correlagdo com caracteristicas complexas de interesse na aquicultura,

em ambos os casos, favorecendo a conservacado dos estoques naturais de M. amazonicum.

(3) Houve efeito de interesse para dois SNPs (C256T e T907C) e dois haplétipos (H7 e H10),
efeitos estes que compreendem varias caracteristicas de crescimento, incluindo interacdes de
densidade e classe populacional. Deste modo, os efeitos mais importantes foram encontrados
na densidade 40 e nas fémeas. O fato de ter sido detectado efeitos somente na densidade 40
neste primeiro estudo exclui a possibilidade de uso desta informacdo para a intensificacdo do
cultivo do M. amazonicum. Porém, pode ser aplicado futuramente no desenvolvimento de
linhagens com alto potencial de crescimento, através da Selegdo Assistida por Marcadores. O
efeito detectado nas fémeas pode ser indicio do envolvimento do gene da HSC70 com o

desenvolvimento reprodutivo da espécie.

(4) As populacbes naturais de M. amazonicum possuem alta variabilidade genética para o gene
da HSC70, analisada pela variagao haplotipica. Além disso, toda a variabilidade esta presente
dentro das populagGes, indicando que as duas populagBes naturais estudadas ndo estdo

diferenciadas geneticamente (ndo estruturadas).
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