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“A gente pode morar numa casa mais ou menos, numa rua mais ou
menos, numa cidade mais ou menos, e até ter um governo mais ou

menaos.

A gente pode dormir numa cama mais ou menos, comer um feijdo mais
ou menos, ter um transporte mais ou menos, e até ser obrigado a
acreditar mais ou menos no futuro. A gente pode olhar em volta e sentir

que tudo esta mais ou menos...

Tudo bem!

O que a gente nao pode mesmo, nunca, de jeito nenhum...
€ amar mais ou menos, sonhar mais ou menos, ser amigo mais ou menos,
namorar mais ou menos, ter fé mais ou menos, e acreditar mais ou

menaos.

Se ndo a gente corre o risco de se tornar uma pessoa mais ou menos.”

Chico Xavier
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RESUMO

A carcinicultura marinha brasileira, desde a década de 90, concentra sua
producdo, principalmente, na espécie exdtica Litopenaeus vannamei, a qual
era inicialmente importada de paises localizados na costa do Pacifico. Devido
as normas de protecdo ambiental, o setor produtivo, no entanto, foi alertado
sobre o risco de importar novos reprodutores para a criagdo dessa espécie,
0 que levou os produtores de L. vannamei a adotar praticas de
endocruzamento para manutencdo de seus planteis e estoques comerciais,
conduzindo a perda da viabilidade genética das populacfes cativas ao longo
das geracbes. Desta forma, o monitoramento dos niveis de diversidade
genética associado ao desenvolvimento de métodos de cruzamento
seletivos, utilizando ferramentas moleculares, passou a ser essencial para o
manejo adequado desta espécie no Brasil. Este estudo teve como objetivo
desenvolver novas marcas microssatélites para esta importante espécie de
camarao e analisar a variabilidade e o nivel de diversidade genética de duas
familias cativas em L. vannamei, submetidas a um programa de
melhoramento genético para caracteres divergentes. Através de uma
biblioteca gendémica parcial enriquecida (Hamilton et al. 1999), conseguimos
desenvolver dez novas marcas de microssatélites Uteis em L. vannamei, que
também se mostraram eficientes em cinco outras espécies nativas a costa
brasileira em testes de transferabilidade de locos. Com essas novas dez
marcas foram analisadas a variabilidade e os niveis de diversidade e
distancia genética em duas familias construidas a partir de pools génicos
diferentes; Familia G1 (Venezuela F22 X Panama F7) e Familia G2 (Equador
F8 e Panama). As frequéncias alélicas e genotipicas, o numero de
heterozigotos e homozigotos esperados e observados foram calculados
utilizando-se o software Genepop v. 3.4 (Raymond & Rousset 1995).
Também foi empregado o software Popgene, versdo 1.31 (Yeh et al., 1999)
a fim de calcular as porcentagens de locos polimoérficos, as frequéncias

génicas (Nei, 1987), os indices de diversidade (Nei, 1973), a distancia
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genética (Nei, 1972) e a identidade genética (Nei, 1978). Para calcular a
frequencia de alelos nulos foi usado o software Micro Checker (Oosterhout et
al. 2004). As duas familias apresentaram déficit de heterozigotos
significativo (p<0,007), (trés locos para G1 e um para G2), sendo verificado
um loco com excesso de heterozigotos na familia G2. Os locos, no entanto,
nao apresentaram desequilibrio de ligacdo. A analise de estimativa de erros
de genotipagem revelou a presenca de alelos nulos em trés locos, apenas
para a familia G1, ndo sendo, porém, constatada a presenca de dropout
e/ou stutters para nenhum dos sete locos polimodrficos analisados. A
distancia genética e a identidade genética calculadas entre as duas familias
foram de 0,42 e 0,64, respectivamente, sendo observada uma
heterozigosidade média de 0,49 para Gl1 e 0,53 para G2. Essa
heterozigosidade pode ser considerada alta quando comparada com estudos
em populagbes selvagens e cativas, provavelmente, devido as familias em
estudo terem sido formadas a partir do cruzamento entre individuos
pertencentes a estoques geneticamente divergentes. Nesta estratégia, o
exocruzamento realizado para formar estas duas familias parece ter ajudado
a recuperar a diversidade genética dos estoques que originaram as familias
Gl (F22 x FO7) e G2 (FO7 x FO08), os quais eram provenientes de

cruzamentos endogamicos em geracdes relativamente ja avancadas.
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Aquicultura

Ha alguns anos, os oceanos eram considerados fontes inesgotaveis de
proteina animal capazes de sustentar ilimitadamente toda a crescente
populacdo. Devido a esta idéia, as zonas pesqueiras do mundo
experimentaram uma grande exploracdo desde a Segunda Guerra mundial,
fazendo com que o crescimento da captura global aumentasse a taxa de 6 a
7% ao ano. Porém, apo6s 1970, devido a sobre pesca e a extincdo de
algumas espécies importantes, o crescimento médio anual de captura caiu
para apenas cerca de 1% (Arana, 1999). Esse declinio mundial dos estoques
de pescados nos oceanos promoveu um rapido crescimento na aguicultura
(Naylor et al., 2000).

A aquicultura pode ser definida como cultivo de qualquer organismo
aguatico, seja ele de agua doce, salgada ou estuarina (Pillay, 1996). Outras
definicbes também podem ser enumeradas, como a tecnologia de producao
de alimentos de origem aquatica (Arana, 1999) ou como O processo de
producdo em cativeiro de organismos com habitat predominantemente
aquatico em qualquer estagio de desenvolvimento, ou seja, ovos, larvas,
pés-larvas, juvenis ou adultos Rana (1997). Segundo The State of World
Fisheries and Aquaculture (SOFIA) (2006), a aquicultura tem sido uma
grande fonte de contribuicdo ao suplemento mundial de peixes, crustaceos,
moluscos e outros animais aquaticos.

Acredita-se que a aquicultura originou-se na China, onde documentos
encontrados apontam que em 2000 a.C. ja eram cultivados, de forma
primitiva, macroalgas marinhas e carpas (Arana, 1999). Mas foi somente
nas ultimas trés décadas, no entanto, que esta atividade apresentou um
crescimento mundial mais acentuado com taxa média de 8,8% ao ano,
comparado com apenas 1,2% de pesca e captura e 2,8% da producdo de
carne. (SOFIA, 2008).

A captura e aquicultura de pescados, juntas, contabilizaram cerca de

106 milhdes de toneladas de alimentos produzidos em 2004, sendo que
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deste total, a aquicultura responde por 43%, equivalendo a 45,5 milhdes de
toneladas aproximadamente. Desta porcentagem, 18,3 milhdes de toneladas
sao produtos da aquicultura marinha. Os principais grupos cultivados no
mundo, em ordem de quantidade, sdo: peixes de agua doce (23.863
toneladas), plantas aquaticas (13.927 toneladas), moluscos (13.243
toneladas) e crustaceos (3.680 toneladas) (SOFIA, 2006).

Um subsetor da aquicultura que apresenta maior potencial de
crescimento em longo prazo € o cultivo de organismos marinhos, conhecido
como maricultura. Dentro da maricultura as atividades de cultivo de
moluscos bivalves, em especial a militicultura e ostreicultura e o cultivo de
crustaceos, denominado carcinicultura, possuem grande expressao (Batalha,
2002).

A carcinicultura marinha refere-se a producdo de camarfes mediante
técnicas de aquicultura, isto €, a criacdo destes organismos em ambientes
controlados, convencionalmente constituidos por tanques de terra (Arana
1999). O periodo entre 2000 a 2004 apresentou um forte crescimento na
producdo de crustaceos, em particular de espécies marinhas, com uma taxa
de 19,2% ao ano. Ja a producédo de peixes marinhos e peixes de agua doce
cresceram 9,6% e 5,8%, respectivamente, neste mesmo periodo. Nesta
época, em termos de valores econémicos, a producdo de crustaceos foi a
classe com valor mais significativo entre os anos de 2002 a 2004 (SOFIA
2006; 2008).

No Brasil, foi criado pelo Governo Brasileiro nos anos 70, o “Projeto
Camarédo”, mas apenas no periodo entre 1978 e 1984 foram realizados os
primeiros projetos de producdo comercial de camardo cultivado com a
importacdo da espécie Marsupenaeus (Penaeus) japonicus e adaptacdo da
mesma as condicdes locais do nordeste brasileiro. J& nos trés primeiros anos
foram obtidos bons resultados com o cultivo de M. japonicus, mas a falta de
um plano abrangente de pesquisa, Vvalidagdes tecnolbgicas e,
principalmente, o longo periodo de adaptacdo desta espécie as condi¢cOes de
cultivo do Brasil (demorando de 1978 a 1983), levou ao fracasso a

domesticacido desta espécie. A partir de 1984, com o término do periodo
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seco e inicio de chuvas intensas, houve variacdes na salinidade da agua,
dificultando aspectos relacionados a maturacado, reproducdo e sobrevivéncia
de M. japonicus no ambiente tropical brasileiro. Assim, em 1986 foi
descartada a viabilidade para o cultivo comercial dessa espécie (ABCC,
2008).

Outra tentativa de implementacdo da carcinicultura no Brasil foi tentar
domesticar algumas espécies nativas (Farfantepenaeus  subtilis,
Farfantepenaeus paulensis e Litopenaeus schmitti). Entretanto, apesar do
cultivo dessas espécies nativas ter demonstrado viabilidade em relacdo a
maturacao, reproducdo e larvicultura, a sua produtividade n&o ultrapassou
600Kg/ha/ano, ndo sendo satisfatoria economicamente, uma vez que sua
comercializagcdo, algumas vezes, ndo chegava a cobrir os custos das
fazendas, comprometendo, desta forma, a rentabilidade da atividade e
levando algumas grandes unidades a desativacdo (ABCC, 2008).

Ja nas décadas de 80 e 90 uma terceira etapa teve inicio com a
importacdo da espécie Litopenaeus vannamei. A escolha da nova espécie foi
baseada no fato de essa ja ser cultivada com sucesso em outros paises da
América do Sul como Equador e Panama, demonstrando alta adaptacéo,
inclusive, a diferentes hemisférios. Ainda na primeira metade dos anos 90,
as fazendas brasileiras adotaram o cultivo desta espécie de camarao,
obtendo indices de rentabilidade e produtividade superiores aos obtidos com
as espécies nativas, o que proporcionou, a partir de 1996, a expansao da
producdo comercial da espécie L. vannamei no Brasil (ABCC, 2008).

Apesar de a carcinicultura ter sido implantada no pais desde a década
de 70, foi somente apOs a introducdo de L. vannamei que a atividade
expandiu-se mais aceleradamente, principalmente, visando atender ao
mercado externo. A desvalorizacdo da moeda brasileira, associada as
doencas que afetaram a producao de camarao em alguns dos principais
paises produtores, como Equador e em paises da América Central, fez da
carcinicultura brasileira um dos setores com melhor rendimento no

agronegocio do pais (Batalha, 2002).
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Os principais fatores que contribuiram para que o Brasil ocupasse
lugar de destaque no cenario da carcinicultura do Hemisfério Ocidental
estavam relacionados com: (i) o desenvolvimento e adocdo de tecnologia de
manejo apropriada em todas as etapas do processo produtivo; (ii) o
aperfeicoamento e emprego sistematico das novas tecnologias e melhorias
dos indices técnicos e, consequentemente, dos niveis de produtividade e
rentabilidade dos cultivos; (iii) o controle o ciclo biolégico de L. vannamei e
a disponibilidade de alimentos balanceados e (iv) o aprimoramento e
disseminacéo das técnicas de manejo e a crescente demanda por camardes
cultivados por parte dos mercados europeu e americano (Batalha, 2002).

Além disso, o Brasil tem em sua zona litoranea um grande potencial
para o cultivo do camardo marinho devido as boas condi¢cdes climaticas,
hidrobioldgicas e topograficas. Isso proporciona ao pais uma perspectiva de
se tornar, nas proximas décadas, um dos maiores produtores de camarao
marinho cultivado no mundo (Batalha, 2002). Entretanto, o0 manejo em
cativeiro deve priorizar a sustentabilidade da atividade para que problemas
relacionados a degradacdo do meio ambiente e surgimento de novos
patdégenos sejam minimizados (Tupinamba, 2006).

Aspectos relacionados a estrutura genética das populacbes cativas
também devem ser levados em consideracdo. A perda da variabilidade
genética, decorrente do endocruzamento e 0 pequeno numero de
reprodutores utilizados, podem vir a causar diminuicdo no tamanho médio
dos individuos e aumento de deformidades, o que acarreta uma queda na
produtividade (Garcia et al., 1996; Wolfus et al., 1997; Freitas & Galetti,
2002). Freitas & Galetti (2005), avaliaram os niveis de a variacao genética
em cinco geracdes cativas de L. vannamei com marcadores moleculares
multilocos evidenciando um declinio progressivo e acentuado na
variabilidade genética nesses estoques com o passar das geracoes,
ressaltando, portanto a importancia de estudos nesta area.

Deste modo, o desenvolvimento de técnicas de manejo em cativeiro

associado a analises genéticas para monitoramento da variabilidade
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genética dos estoques tem sido incluido como prioritarios em alguns grandes

centros produtores da espécie L. vannamei.

A espécie Litopenaeus vannamei e seu cultivo

O subfilo Crustacea, com mais de 38.000 espécies conhecidas, inclui
alguns dos artropodes mais conhecidos, tais como 0s caranguejos, 0S
camardes e as lagostas. A maioria dos crustaceos é marinha, mas existem
também espécies de adgua doce, semiterrestres e terrestres (Barnes,1984).

A classe Malacostraca engloba aproximadamente 60% de todas as
espécies descritas de crustaceos. Os animais dessa classe possuem um
tronco tipicamente dividido em 14 segmentos, mais o télson, sendo que os
oito primeiros segmentos sao toraxicos e o0s restantes abdominais. Os
apéndices abdominais (geralmente os cinco primeiros pares) sao chamados
de pledbpodos e sdo semelhantes a birremes. Os plebépodos podem ser
usados para natagdo, escavacao, ventilacdo além de transporte de ovos e
até mesmo troca gasosa (Barnes, 1984).

Dentro desta classe encontra-se a ordem Decapoda, a qual abrange os
camardes, lagostas e caranguejos, sendo considerada a maior ordem dos
crustaceos, com aproximadamente 10.000 espécies descritas, cerca de um
quarto do total de crustaceos conhecidos. Os decapodes distinguem-se dos
outros malacdéstracos por possuirem os trés apéndices toraxicos modificados
como maxilipedes, sendo os restantes similares a pernas, de onde derivou o
nome decapoda (Barnes, 1984).

A subfamilia Penaeinae, possuia cerca de 15 géneros, porém, uma
nova classificacdo vem subdividindo o género Penaeus em cinco novos
géneros (Litopenaeus, Marsupenaeus, Farfantepenaeus, Fenneropenaeus e
Melicertous), Essas novas classificacbes foram baseadas em caracteristicas
biogeogréaficas e morfoldégicas (Burukovskii, 1985; Pérez-Farfante e Kensley,
1997).

Os camardes do género Penaeus constituem um diverso e abundante

grupo bentbnico encontrado nas aguas tropicais e subtropicais em todo o
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mundo (Baldwin et al. 1998). No Brasil, podemos encontrar pelo menos
quatro espécies de camardes peneideos: L. schmitti, F. subtillis, F. paulensis
e F brasiliensis. A espécie de camardo marinho L. vannamei, também
conhecida popularmente como camardo branco, €& exoética no Brasil. Esta
espécie é nativa do Oceano Pacifico onde tem uma ampla distribuicdo na
porcido, desde o norte do México até o norte do Peru (Perez-Farfante &
Kensley, 1997). Ela habita lagoas de costais e costas abertas até 70 metros
de profundidade. Seu ciclo de vida consiste em um estagio larval planctoénico
oceanico, um estagio de pés larva e de um juvenil estuarino, retornando
apos este estagio para o ambiente marinho, para inicio da maturacao e
desova (Valles-Jimenez et al., 2005).

O cultivo desta espécie baseia-se praticamente em 2 fases: uma é a
larvicultura, onde centros especializados produzem as larvas e a outra é a
fase de engorda, onde as pdés larvas sdo destinadas as fazendas de engorda
e onde ficardo até atingirem tamanho e peso ideais para comercializagao

(Freitas, 2003).

Taxonomicamente L. vannamei é classificado:

Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea (Pennant,1777)
Classe Malacostraca (Latrille,1806)
Subclasse Eumalacostraca (Grobben, 1806)
Superordem Eucaria (Calman, 1904)
Ordem Decapoda (Latreille,1803)
Subordem Dendrobranchiata (Bate, 1888)
Superfamilia Penaeoidea (Rafinesque, 1815)
Familia Penaidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia Penaeinae (Dana, 1852)

Género Litopenaeus (Pérez Farfante e Kensley, 1997)

Espécie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

14



Figura 1: Exemplar da espécie Litopenaeus vannamei

Estudos genéticos na aquicultura

Varios estudos ja demonstraram que a genética pode ajudar no
melhoramento da producdo de animal e vegetal. Além do melhoramento
genético classico, no qual sao utilizadas ferramentas da genética
quantitativa, o avanco da biologia molecular permitiu também o acesso a
informacdes importantes sobre genes de interesse e constituicdo genética de
uma populacdo e/ou espécies de interesse comercial (Liu, 2006).

Muitos estudos estdo buscando caracterizar a estrutura genética de
populacdes, identificando gendtipos de interesse e locos economicamente
importantes para auxiliar na selecao e controle de cruzamentos especificos
(Liu, 2006).

Varios tipos de marcadores genéticos podem ser utilizados nos
estudos genéticos aplicados a aquicultura. Antigamente os mais usados
eram as aloenzimas e mMtDNA, mais recentemente, no entanto, novos
marcadores, tais como Restriction Fragment Lenght (RFLP), Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length

Polymorphism (AFLP), Simple Sequence Repeats (SSR), Single Nucleotide
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Polymorphism (SNP) e Expressed Sequence Tags (EST) passaram a ser
utilizados (Liu, 2006).

Marcadores moleculares sdo definidos como todo e qualquer fendtipo
molecular proveniente de um gene expresso ou de um segmento especifico
de DNA. Eles podem ser detectados por tecnologias de analise molecular. A
funcdo de um marcador, bem como de sua sequéncia de nucleotideos, é
geralmente desconhecida, embora em alguns casos possa ter acesso a essa
informacao (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Dentre as varias classes de marcadores conhecidas, 0os microssatélites
tém sido os mais amplamente utilizados em estudos genéticos, incluindo o
melhoramento genético e a genética da conservacdo. Algumas
caracteristicas facilitam a aplicacdo desses marcadores, como o fato de
serem co-dominantes e multialélicos, terem alta reprodutibilidade e
resolucdo e serem baseados na Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Scholotterer, 1998).

Os microssatélites, também conhecidos como Simple Sequence
Repeats (SSR) ou Short Tandem Repeats (STR), séo regides repetitivas de
DNA compostas por pequenos motifs de 1 a 6 nucleotideos, repetidos em
tandem, ou seja, lado a lado. Eles encontram-se dispersos nos genomas de
eucariotos e procariotos (Field and Wills, 1996; Toth et al., 2000) e podem
ser encontrados dentro de genes em regides codantes, introns e regiées nao
codantes (Liu, 2006). Podem ser classificados de acordo com o numero de
nucleotideos nas unidades repetitivas (motifs), podendo  ser
mononucleotideos, dinucleotideos, trinucleotideos, tetranucleotideos,
pentanucleotideos e hexanucleotideos. De acordo com sua composicao,
podem ser perfeitos (quando ndo se encontram interrompidos por nenhuma
base, ex: ATATATAT), imperfeitos (quando apenas uma base se encontra
entre os motifs, ex: ATAT[C]ATAT), interrompidos (quando uma pequena
sequéncia se encontra dentro dos motifs, ex: ATAT[CGTG]ATAT) ou
compostos (quando dois microssatélites adjacentes sado encontrados, ex:

ATATATCTCTCT) (Oliveira et al. 2006).
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A taxa de mutacdo dos microssatélites pode variar de 10° a 107 por
geracédo, sendo significantemente mais alto que a taxa de substituicdao de
bases. Um dos mecanismos de variacao proposto para a alta diversidade de
alelos dos locos SSRs é o slippage. Neste mecanismo é assumido que
durante a replicacdo do DNA ha um deslizamento da proteina responsavel
pela a replicacdo, a DNA polimerase, na fita molde, copiando mais de uma
vez um mesmo motif ou deixando de copia-lo, aumentando ou diminuindo,
respectivamente, o numero de motifs (Scholotterer, 1998).

Devido a tais caracteristicas, os marcadores microssatélites vém sendo
utilizados como uma importante ferramenta para acessar a estrutura
genética de diversas populacbes de organismos aquaticos cultivados,
incluindo camardes. Wolfus et al. (1997) utilizaram microssatélites para
analisar a variabilidade genética em familias de L. vannamei derivadas de
populacdes de camardes SPF (Specific Pathogen Free) e encontraram uma
baixa variabilidade genética, com diferentes niveis de variacdo entre
populagcbes que variavam consideravelmente na performance de
crescimento e na susceptibilidade a doencas.

Outro estudo realizado com microssatélites em L. schmitti (Bierne et
al. 2000) evidenciou a relacdo entre o nivel de heterozigosidade de alguns
locos microssatélites e a taxa de crescimento em populacdes cultivadas.
Cruz et al. (2004) utilizaram dois locos microssatélites para monitorar 0s
niveis de diversidade genética em duas geracfes de L. vannamei em um
programa de cruzamento seletivo. Luvesuto et al. (2007) investigaram a
variabilidade genética em trés geracbes de L. vannamei cultivados,
utilizando quatro locos microssatélites, encontrando um acentuado déficit de
heterozigotos, porém nao identificando uma significante perda na
variabilidade genética ao longo das trés geracdes estudadas.

De acordo com Freitas & Galetti (2002) o conhecimento da estrutura
genética dos estoques de L. vannamei existentes no pais € um passo
importante para a sustentabilidade da atividade de cultivo dessa espécie
exotica. Tal conhecimento poderia ajudar a decidir a introducdo de um novo

pool genético quando necessario, contribuindo, ainda para o
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desenvolvimento de outras estratégias de manejo baseadas na identificacao
de locos de interesse econdmico (QTLs e ETLs) e também em modelos de
selecdo assistida por marcadores. Obviamente que ha ainda uma lacuna
entre a aplicacdo dessas abordagens na indudstria de camarao brasileira.
Contudo, é sabido que métodos de selecdo baseados exclusivamente em
caracteristicas fenotipicas, na utilizacdo de um numero reduzido de
reprodutores e na pratica da endogamia podem promover um significativo
aumento na similaridade genética das popula¢gdes cativas, levando a uma
maior susceptibilidade a doencas e prejudicando tanto o desenvolvimento
quanto o tamanho final do camaréo (Luvesuto et al, 2007).

Alguns estudos realizados no Brasil com diversas classes de
marcadores moleculares mostraram que estratégias de manejo podem ser
desenvolvidas com base no diagndstico genético das populagbes cultivadas.
Um acompanhamento da diversidade genética em cinco geracdes cultivadas
de L. vannamei foi realizado por Freitas & Galetti. (2005) com marcadores
de RAPD, onde se verificou um aumento progressivo na similaridade entre
as geracbes. Magalhaes et al. (2007) também utilizaram-se da técnica de
RAPD para avaliar a variabilidade genética de estoques comerciais do
camarao L. vannamei em Canavieiras, BA, encontrando uma consideravel
taxa de endogamia entre eles. Freitas et al. (2007), utilizaram a técnica de
RAPD para analisar a diversidade genética dentro e entre diferentes
estoques de L. vannamei encontrando uma perda visivel da variabilidade
genética dentro das linhagens e em alguns casos chegam a compartilhar
uma origem comum.

Ja De Francisco & Galetti (2005) usaram marcadores de DNA
mitocondrial para estimar a distancia genética entre estogues dessa mesma
espécie nao encontrando divergéncia significativa entre o0s estoques

utilizando a regiao 16S rRNA gene.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo principal caracterizar marcadores
microssatélites eficientes para o camardo marinho L. vannamei através da
construcdo de uma biblioteca genbmica parcial enriquecida e testar a de
transferabilidade dos locos caracterizados como polimorficos para L.
vannamei em cinco importantes espécies de camardes marinhos nativa a
Costa Brasileira.

Além disso, uma analise para caracterizacdo da estrutura genética de
duas familias de L. vannamei, submetidas a um programa de melhoramento
genético para caracteres divergentes, e utilizadas como referéncia para a
construcdo de um mapa genético para essa espécie, foi feita visando-se
avaliar os niveis de diversidade e distancia genética destas e o
comportamento dos locos caracterizados em relacdo a presenca de alelos

nulos, artefatos e imperfeicdes da técnica.

Objetivos Especificos

Foram estabelecidos como objetivos especificos:

e Isolar e caracterizar sequéncias de microssatélites no genoma da
espécie L. vannamei através da construcdo de uma biblioteca
gendmica parcial enriquecida.

e Validar locos microssatélites obtidos de regides arbitrarias do genoma
de L. vannamei em uma amostra composta por exemplares desta

espécie provenientes de diferentes estoques cultivados.

e Avaliar a transferabilidade destes locos em cinco espécies de camardes
taxonomicamente relacionadas: Litopenaeus schmitti,
Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus paulensis,

Xiphopenaeus kroyeri e Rimapenaeus constrictus, realizando as
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reacbes de PCR em pelo menos trés exemplares de cada uma das

espécies mencionadas.

Determinar a diversidade e distancia genética de duas familias de
referéncia de L. vannamei, e avaliar a presenca de alelos nulos,
stutters e erros de genotipagem, nos dados produzidos para os locos

validados.

21



APRESENTACAO DOS CAPITULOS

A apresentacao dos resultados encontra-se dividida em dois capitulos.
O primeiro capitulo relata os dados obtidos na caracterizacdo e validacédo de
marcadores microssatélites para a espécie de camarao marinho L. vannamei
através da construcdo de uma biblioteca gendmica parcial enriquecida de
acordo com o método desenvolvido por Hamilton et al. (1999) e a
transferabilidade destes locos em outras cinco espécies de camardes
marinhos nativas a costa brasileira.

No segundo capitulo foram analisados os niveis de diversidade
genética de duas familias de L. vannamei desenvolvidas pelo Nucleo de
Genética do Laboratério de Larvicultura Agquatec. Além disso, procuramos
avaliar a presenca de sttuters e/ou dropout e a frequéncia de alelos nulos
nestas duas familias utilizando os métodos estatisticos disponiveis no

programa Micro Checker (Oosterhout et al., 2004).
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CAPITULO 1

PROSPECCAO DE LOCOS MICROSSATELITES EM
LITOPENAEUS VANNAMEI E TRANSFERABILIDADE

EM ESPECIES RELACIONADAS
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1.MATERIAL E METODOS

1.1 Extracao e quantificacdo das amostras de DNA

Amostras de pledpodos (segundo conjunto de apéndices) de L.
vannamei foram submetidas a extracdo de DNA utilizando-se tampéao salino
como descrito por Aljanabi e Martinez (1997).

Um pledpodo de cada individuo foi macerado em nitrogénio liquido em
tubo plastico (2 ml), com o auxilio de um bastdo de vidro e em seguida
foram adicionados, ao tecido ja macerado, 200ul de solucado tampéao salino
(NaCL 0,4M; Tris-HCL 10mM pH=8,0 e EDTA 2mM pH=8,0), 80ul de SDS
20% (Cf=2%) e 16ul de Proteinase K (20mg/ml). Posteriormente, todo o
material foi incubado em banho maria a 55°C por aproximadamente 2
horas, homogeneizando-se o material a cada 25 minutos.

Terminado o tempo de incubacado, adicionou-se 300ul de NaCl 6M e
levou-se o tubo ao vortex por 30 segundos a velocidade maxima. Este foi
centrifugado a 13.000rpm por 30 minutos e o sobrenadante formado foi
retirado e transferido para um novo tubo. Em seguida, igual volume de
isopropanol foi adicionado ao sobrenadante e agitado vagarosamente.
Centrifugou-se novamente o material por 30 minutos a 13.000 rpm e o
sobrenadante, desta vez, foi descartado. O pellet formado no fundo do tubo
foi lavado primeiramente com etanol 70% e em seguida com etanol 100%.
Posteriormente o material foi levado a estufa para secagem a 50°C por 30
minutos para total evaporacdo do etanol. Depois de seco, o pellet foi
ressuspendido em 100ul de TE e 2ul de RNAse (20mg/ml), permanecendo
overnight em temperatura ambiente. No dia seguinte, o DNA eluido foi
armazenado em freezer a -20°C até sua quantificacdo. A quantificacdo do
DNA foi feita em gel de agarose 1%, comparando-se amostras de 1ul dos
DNA extraidos com um marcador de peso molecular conhecido, Low DNA

Mass™ (invitrogen Life Technologies).
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1.2 Isolamento e caracterizacdo dos microssatélites

1.2.1 Construcao de biblioteca parcial enriquecida

A construcdo da biblioteca gendmica parcial enriquecida foi feita
utilizando-se beads magnéticos de acordo com o método desenvolvido por
Hamilton et al. (1999). A técnica baseia-se na selecdo de fragmentos de
DNA, que possam conter microssatélites, pela hibridizacdo sondas
oligonucleotideos biotiniladas de sequUéncias repetitivas conhecidas e

recuperadas com beads magnéticos como descrito a seguir:

1.2.2 Digestao do DNA

Inicialmente, 20ul de duas amostras de DNA a 200ng ,foram digeridas
separadamente, uma com enzima de restricdo BstUl e outra Rsal (GE

Healthcare). A solucéao de digestao foi preparada conforme descrito a seguir.

Reagentes Volumes

BSA 100x 0,25ul

NaCl 5M (Cf 50mM) 0,25l

Tampao 2 2,5ul
Xmn | 1,0ul
BstUIl ou Rsal 1,0ul
Volume Final 5,0ul

As duas solucbes de digestdo, com BstUl e com Rsal, foram mantidas
em banho a 48°C e 37°C, respectivamente, por 12 horas. Passado o periodo

de digestdo, todo o conteudo do tubo foi aplicado em gel de agarose (1%),
25



e a partir da comparacdo com o marcador 1kb plus ladder invitrogen foram
selecionados fragmentos de interesse (400 a 1200), a partir da retirada de
pedacos do gel cortados especificamente nessas regides. Os pedacos de géis
contendo os fragmentos de interesse foram colocados em tubos
separadamente para BstUl e Rsal e purificados com o Kit Wizard SV gel and

PCR clean-up System (PROMEGA).

1.2.3 Ligacdo dos adaptadores

Ao DNA digerido purificado, foram ligados adaptadores, também
chamados linkers, cujas sequéncias estédo discriminadas a seguir. Os linkers
foram ligados em ambas as extremidades dos fragmentos disponibilizando
sequéncias conhecidas para, assim, realizar amplificagbes por PCR

subseqguentes.

5 — GTT TAA GGC CTA GCT AGC AGA ATC — 3

3’ — CAA ATT CCG GAT CGA CGA TCG TCT TAG AAA- 5" + (4P)

A reacdo de ligacao foi seguida confirme descrito a baixo com todo o

conteudo obtido com a eluicdo e mantido incubado a 16°C overnight.

Reagente Volume
linker (dupla fita) 7,0ul
10x tampéo da DNA ligase 1,5ul
DNA ligase 2,0ul
Agua Milli-Q 4,5ul
Volume final 15,0yl
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1.2.4 Hibridizagdo das sondas biotiniladas

Os fragmentos de DNA ja com as extremidades ligadas aos linkers
foram hibridizados a sondas biotiniladas de sequéncias repetitivas para
microssatélites tetranucleotideos séo elas: (AAAC)6, (AAAG)6, (AATC)6,
(AATG)6, (ACCT)6, (ACAG)6, (ACTC)6 e (ACTG)6. A reacao de hibridizacéao
descrita abaixo foi realizada em termociclador programado para uma
desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos, seguida de uma diminuicdo para
70°C e posteriormente 99 quedas sucessivas de 0,2°C na temperatura a
cada 5 segundos, até atingir a temperatura de 50,2°C 40°C, permanecendo
a esta temperatura por 10 minutos e em seguida passando por 20 quedas
de 0,5°C a cada 5 segundos e permanecendo a 15°C apds o término deste

periodo.

25,0ul  2x Solucao de hibridizacdo (12x SSC 0,2% SDS)
5,0ul Sondas biotiniladas (mix com 10uM de cada sonda)
10,0ul  DNA ligado aos linkers

/10,0ul Agua Milli-Q

50,0ul  Volume Total

1.2.5 Captura dos fragmentos

A captura do DNA enriquecido foi realizada com o Kit Streptavidin
Magnetsphere Paramagnetic Particles™ (Promega) conforme especificacées
do fabricante: um tubo de beads foi ressuspendido até ficar homogéneo e
entdo colocado na coluna magnética. Quando todos o0s beads se
concentraram na lateral do tubo, atraidos pelo ima, foi entdo retirado o
sobrenadante, tomando-se o0 cuidado para n&o retirar o0s beads
(Streptavidin). Este passo foi repetido mais trés vezes, adicionando-se 300ul
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de 0,5XSSC. Uma ultima lavagem foi feita com 100ul de 0,5XSSC e o
sobrenadante foi totalmente descartado. Posteriormente 50ul de
DNA+sondas foram misturados aos beads por cerca de dois minutos e
incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Depois de decorrido este
tempo, o tubo foi recolocado na coluna magnética até que os beads se
deslocassem totalmente para a lateral do tubo e o sobrenadante se tornasse
totalmente transparente. Em seguida o sobrenadante foi descartado e mais
quatro lavagens com 0,1XSSC foram feitas, sendo que na ultima lavagem,
apos o descarte do sobrenadante, o material restante do tubo (DNA-+beads)
foi ressuspendido em 100ul de &gua Milli-Q e recolocado na estante
magnética. Este DNA ressuspendido foi transferido para um novo tubo,
sendo este passo repetido mais uma vez, tendo um volume final de 200ul.
Posteriormente, 25ul de acetato de sdédio 3M e 550ul de isopropanol foram
adicionados e o material permaneceu overnight a 20°C.

No dia seguinte o DNA foi centrifugado por quinze minutos, a
13.000rpm e, em seguida, o0 sobrenadante foi descartado. Foram
adicionados 200ul de etanol 70% e novamente centrifugado por dez minutos
a 13.000rpm. O sobrenadante foi descartado mais uma vez e deixado secar
em estufa a 37°C para evaporacdo do etanol. Ao pellet formado, foram
adicionado 25ul de TE (Tris 1M; EDTA 0,5M; H20).

1.2.6 Amplificacdo dos fragmentos de DNA enriquecido

ApOs a captura dos fragmentos de DNA contendo possiveis sequiencias
microssatélites, uma reacdo de PCR foi realizada para aumentar a
quantidade destes fragmentos para posterior clonagem dos mesmos. A PCR
foi feita usando-se o linker ndo fosfatado como primer, complementar ao

linker fosfatado como descrito a seguir.

28



Quantidade Reagente

2,5uL 10x Tampéao PCR

2,5 uL BSA

1,3 yL Super SNX-24* (10 uM — Cf 0,5 uM)
1,5 L dNTP (2,5mM — Cf 150 uM)

1,0 L MgCl, (50mM — Cf 4mM)

14,0 uL Agua Milli-Q
0,2 uL Taq DNA polimerase

2,0 uL DNA com linkers

25,0 uL Volume final

A reacao foi feita em termociclador (PTC-200, MJ Research),
programado para uma desnhaturacdo inicial de 95°c por 2 minutos, e 25
ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C e 1,5 minutos a 72°C
com uma extensdao final de 30 minutos. Posteriormente, o material

permaneceu a 15°C até a realizacdo da proxima etapa.

1.2.7 Ligacéo e clonagem do DNA

O produto da PCR enriquecido foi clonado utilizando-se o Kit pGEM®-T
Easy Vector system | (Promega). Para a ligacdo dos fragmentos aos vetores
foi feita uma reacdo que permaneceu a 4°C overnight como descrita a

seguir.
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Reagente Quantidade

2X rapid ligation buffer 5 Ml
PGEM-T 1 Ml
DNA (produto da PCR) 3 L

T4 DNA ligase 1 Ml

Volume total 10 uL

No dia seguinte foi feita a transformacao em bactérias Escherichia coli,
cepa DH5a, competentes, através de choque térmico. O material foi mantido
em gelo por 20 minutos e, posteriormente, foi transferido rapidamente para
o termobloco (Eppendorf) a 42°C, permanecendo neste por apenas 50
segundos. Em seguida, o material retornou para o gelo onde permaneceu
por mais 2 minutos. Adicionou-se 200 pL de meio de cultura liquido (Circle
Grow) e por fim, este foi encubado a 37°C com agitacdo constante por 2
horas. Apds este periodo foram feitas duas placas de petri contendo 28
de meio sélido (LB Agar + ampicilina), 125 pL de X-Gal 2% e 250 pL de
IPTG 2,3% e 100 pL de baétia que foram devidamente espalhadas com
alca de Drigalski e incubadas a 37°C overnight.

ApOs o crescimento em meio soélido, cada colénia positiva (branca) foi
transferida, com o auxilio de um palito, para um megatiter (96 well),
contendo meio liquido (LB + ampicilina). Esta foi incubada a 37°C com

agitacao por 22 horas.

1.2.8 Miniprep

Tendo as colbnias crescidas em placa de 96 well, por 22 horas de
incubacdo a 37°C, foi realizada a miniprep com o propodsito de isolar o DNA
clonado de cada uma delas. Para isso foi checada a uniformidade do

crescimento das coldnias. A placa foi centrifugada a 4000 R.P.M. a 20 °C por
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6 minutos e entdo o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 240 uL de
GTE (Glucose 0,92%; EDTA 0,01M; Tris 0,026M) em cada poco, a placa foi
selada com adesivo e levada ao vortex até ressuspender todas as células.
Uma vez suspensas, foi centrifugada a 4000 R.P.M. a 20 °C por 6 minutos. O
adesivo foi entdo removido e o sobrenadante foi descartado. A placa foi
virada para baixo sobre o papel absorvente para retirar todo o excesso.
Novamente foram adicionados 80 uL de GTE em cada poco, a placa foi
selada com adesivo fino e levada ao vortex até ressuspender todas as
células. Dessa suspensado, foram transferidos 60 uL para uma placa nova de
fundo em U na qual foram adicionado 5 uL de RNAse (10 mg/ml) e 60 uL da
solucdo de NaOH/SDS (NaOH 0,2M;SDS 1%). Com adesivo fino a placa foi
selada e invertida 10 vezes para homogeneizar a suspensao. Esta
permaneceu a temperatura ambiente por 10 minutos. Passado esse tempo
foi dado um pulso a 700 R.P.M. e adicionado 60 uL de acetato de potassio
(KOAc 3M) a 4°C. A placa foi selada novamente e invertida 10 vezes para
homogeneizar a suspensdo e deixada novamente a temperatura ambiente
por 10 minutos. Passado esse tempo, um pulso a 700 R.P.M foi dado, o
adesivo foi removido e a placa foi deixada em estufa a 90° C por 30
minutos. Logo apos este procedimento a placa foi colocada em gelo por 10
minutos e centrifugada a 4000 R.P.M. a 20°C por 10 minutos. Acabada a
centrifugacao, todo o volume do sobrenadante foi transferido para uma nova
placa com filtro, a qual foi centrifugada a 4000 R.P.M. a 20°C por 6 minutos.
O filtro foi removido e acrescentou-se 110 uL de isopropanol gelado. A placa
foi novamente selada com adesivo e misturada por inversdo 10 a 20 vezes.
Centrifugou-se a 4000 R.P.M. a 20°C por 45 minutos e o sobrenadante foi
removido. Foram acrescentados 200uL de etanol 70% (gelado,
centrifugando-se novamente o material a 4000 R.P.M. a 20°C por 10
minutos. O sobrenadante foi removido e a placa invertida sobre um papel
absorvente. Posteriormente o material permaneceu secando na estufa a
50°C por 10 minutos, quando o DNA foi eluido com 20 uL de H,O e mantido

a 4°C overnight.
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1.2.9 Reacao de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o Kit DyEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing (Amersham biosciences GE Healthcare),
seguindo-se os especificagbes do fabricante. As amostras foram analisadas
em sequenciador automéatico, modelo ABI 377 (Perkin Elmer) e o método

realizado foi o descrito por Sanger et al. (1977).

1.3 Caracterizacdo dos microssatélites construcédo dos primers

Os fragmentos sequenciados, foram submetidos a analise utilizando-se
o0 programa computacional CID (Freitas et al., 2008) disponivel na website
http://www.shrimp.ufscar.br/cid/index.php. Todas as sequéncias foram
renomeadas pelo PHRED e posteriormente analisadas em formato
MUultiFASTA, seguindo-se os parametros default do programa. As sequéncias
que apresentaram regides repetitivas e possibilitaram o delineamento dos
pares de primers foram selecionadas para validacéao.

Os primers foram sintetizados acrescentando-se a extremidade 5’ dos
primers forward uma sequéncia de 18 pares de bases (TGT AAA ACG ACG
GCC AGT) complementar a sequéncia universal M13 como descrito por
Schuelke (2000).

1.4 Validagao dos locos

Para a validacdo dos locos foram feitos varios testes de temperatura e
concentracoes de reagentes de PCR e DNA para estabelecimento do melhor
perfil de amplificacdo. Com as concentracdes iniciais de 1,25mM de dNTPs,
1x Taqg buffer, 1,5mM de MgCl,, 1U de Taq polimerase e 10pmoles de
primers, foram testados as quantidades de DNA a 25, 50 e 100ng e
temperaturas variando de 47°C a 63,5°C em termociclador Mastercycle

gradient de 96 amostras (Eppendorf).
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Os locos que nao apresentaram um padrao de amplificacdo satisfatério
foram submetidos a outros testes variando-se as concentracdes de MgCl,
(2mM), Tag DNA polimerase (2U) e de primer (5 e 15pmoles). Os locos que
continuaram apresentando padréao de amplificacdo insatisfatorio em gel de
agarose 2% nao foram submetidos a genotipagem em sequenciador

automatico.

1.5 Genotipagem dos alelos

Os locos que apresentaram padrao de amplificacdo satisfatorio foram
testados em 30 amostras de DNA de espécimes de L. vannamei
provenientes de varias fazendas de cultivo. Nesta reacao foi acrescentado o
primer universal M13 (5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’) marcado com um
fluoréforo especifico (HEX, NED, FAM ou TET, Applied Biosystems Inc.). Para
uma reacdo com volume final de 10ul foram usados: 1x Taq buffer, 1u de
Taq DNA polimerase, 2pmoles de primer forward, 8pmoles de primer
reverse, 8pmoles de primer M13 marcado, 200uM de dNTPs e 1,5mM de
MgCl, sendo o DNA variando pra cada loco. O programa de amplificacéo
consistiu em: 5 minutos de desnaturacdo a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 45 segundos a TM o6tima para cada loco e 45 segundos a 72°C,
seguidos por 10 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 53°C e 45
segundos a 72°C, seguidos por uma extenséao final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR foram inicialmente analisados em gel de agarose
2% e posteriormente submetidos a genotipagem no Setor de Genotipagem
do Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) do Instituto de
Biociéncias da Universidade do Estado de Séo Paulo
(http://genoma.ib.usp.br/doen_ataxias_espinocerebelarres.php) em
sequenciador MegaBACE 1000 DNA Analysis System de 96 capilares,

utilizando o software Genetic Profiler Suite v.2.2 (Amersham Biosciences).
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1.6 Analises estatisticas dos locos genotipados

As frequéncias alélicas e genotipicas e 0 numero de heterozigotos e
homozigotos esperados e observados foram calculados utilizando-se o
software Genepop v. 3.4 (Raymond & Rousset 1995), disponivel na website

http://genepop.curtin.edu.au/. Correcdes sequenciais de Bonferroni foram

realizadas para testar a significancia dos resultados obtidos (Rice, 1989).

1.7 Transferabilidade de locos microssatélites

Os locos que apresentaram padrbes de amplificacdo polimérficos
satisfatorios foram testados nas mesmas condicbes de PCR, antes
padronizados para a espécie L. vannamei, em outras cinco espécies de
peneideos de ocorréncia no litoral brasileiro: L. schmitti, F. brasiliensis, F.

paulensis, X. kroyeri e R. constrictus.
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2. RESULTADOS

2.1 Prospeccao de Marcadores Microssatélites

A metodologia de extracdo de DNA desenvolvida por Aljanabi e

Martinez (1997) se mostrou eficiente quanto a concentragdo e integridade

dos DNAs extraidos (Figura 2).

5327330200201 BHIDLY 2i0u4E 34

Figura 2: gel de agarose 1% para quantificacdo de 30 amostras de DNAs de L.vannamei

obtidas com a metodologia de Aljanabi e Martinez (1997)

Para obtencdo de um padrdo de digestdo do DNA eficiente, na
construcdo da biblioteca gendmica, foram feitos alguns testes com
diferentes amostras de L. vannamei (4ug de DNA por amostra), variando-se
0 tempo de digestdo (16, 18 e 20 horas) para duas enzimas de restricao
BstUl e Rsal, o que demonstrou que, em geral, a enzima BstUl apresentava

um melhor padrdo de digestdo em gel de agarose 0,8% (Figura 3).

Rsa16h Rsa18h Bstif 16h Bstif18h Rsa20h BsHf20h
e = - - [ —- ——

Figura 3: gel de agarose 0,8% evidenciando os padrdes de digestdo do DNA de L.
vannamei obtidos com as enzimas de restricdo BstUl e Rsal submetidos a 16, 18 e 20

horas de incubacéo.
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A partir desses resultados foram feitas novas digestdes com BstUl com
16 horas de incubacdo. O produto de digestdo foi analisado em gel de
agarose 0,8%, e fragmentos compreendidos entre 400 e 1200pb foram
recortados e eluidos do gel. Nesta etapa pode-se observar que houve uma
diminuicado significativa no tamanho dos fragmentos eluidos, provavelmente,
decorrente de alguma possivel degradacdo do material nas etapas

posteriores a digestdo (Figura 4).

T

Figura 4: Gel de agarose 1,5% evidenciando, marcador de peso molecular (M), os
fragmentos eluidos do gel (E1 e E2) e o produto da reacdo de ligacdo dos fragmentos de
interesse com os adaptadores dupla fita (E'1l e E’2). Observar que os fragmentos
selecionados (400-1200pb), apods realizacdo dos procedimentos necessarios, apresentaram

tamanhos bem menores que o esperado.

Apoés a hibridizagcdo com sondas biotiniladas e captura dos fragmentos
contendo possiveis regifes repetitivas, foi feita a transformacéo e clonagem
em bactérias competentes, sendo posteriormente selecionadas 192 colbénias
recombinates para serem sequenciadas. A analise das sequéncias no
programa CID demonstrou que 63 clones apresentavam SSRs, sendo
possivel identificar 68 locos microssatélites (28 perfeitos e 40 compostos) e
estabelecer pares de primers para cerca de 50% deles. Apesar da presenca
de repeticdes relativamente longas terem sido observadas, foi possivel

construir pares de primer para grande parte delas (tabela 1).
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Todos os clones contendo SSRs foram alinhados entre si para
verificar a presenca de clones idénticos. Menos de 10% do total de locos
com pares de primer estabelecidos apresentaram réplicas, e por tanto um
baixo nivel de redundéancia. Os locos também foram submetidos a blasts no
banco de dados do NCBI (GenBank) para identificacdo de possiveis
redundancias. Apos esta analise, foram selecionados 22 locos SSRs néao
redundantes para L. vannamei. Destes 22 locos, nove eram perfeitos néao
interrompidos, (cinco dinucleotideos e quatro tetranucleotideos), quatro
eram perfeitos interrompidos (trés dinucleotideos e um trinucleotideo) e
nove locos eram compostos, com seis deles interrompidos (tabela 2). Apesar
de microssatélites mononucleotideos terem sido detectados, estes, no
entanto, nao foram selecionados para validacao populacional.

Dos 22 pares de primer testados em reacdes de PCR de gradiente de
temperatura, 12 apresentaram padrfes de amplificacdo satisfatorios (Figura
5). Os locos A10-0, A04-2, DO06-2, F03-2, FO7-2 e GO05-1 nao foram
amplificados em nenhum dos testes realizados e os locos B11-1, FO1-1, FO5-
2 e G0O3-2 apresentaram padrao de bandas multiplas.

ApOs estas analises iniciais, os locos BO7-1, C07-2, C08-2, D03-2,
D09-2, D11-1, EO7-2, FO05-1, G09-2, G10-1, HO07-2 e H11l-2, que
apresentaram padrdes de amplificacdo satisfatoria, foram testados em um
maior numero amostral (Figura 6).

Apdés a genotipagem em sequenciador automatico de 30
individuos para cada loco, apenas os locos G09-2 e H11-2 apresentaram
padrdo monomorfico para todos os individuos analisados. Os demais
apresentaram-se polimaorficos, com nimero maximo de alelos variando de 2
para o loco EO7-2 a 20 para o loco D11-1. Os niveis de heterozigosidade
observadas variaram de 0,17 para o loco D09-2 a 0,88 para o loco CO7-2.
Apenas quatro locos apresentaram desvios significativos do equilibrio de
Hardy-Weinberg, sendo que o loco CO07-2 apresentou excesso de
heterozigotos e o0s locos D03-2, D09-1 e D11-1 déficit de heterozigotos
(Tabela 3).
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Tabela 2: Relacdo dos locos SSRs-beads caracterizados e selecionados, descrevendo a

composicdo dos motifs, sua classificacdo e sua categorizacdo em composto e perfeito.

Loci Nomenclatura  SSR Composigao dos motifs Categorizacdo

A10-0 L van 13 (A)7T(AAAG)3*..(A)6..(AG)4 Mono, di, tetra Composto Interrompido
B07-1 L van 14 (AGAC)5 Tetra Perfeito

B11-1 L van 15 (GAGAGC)5(GA)28 Di, hexa Composto

D11-1 L van 16 (AGAC)5..(CAGG)5 Tetra Composto Interrompido
F05-1 L van 17 (TTCTT)5..(CT)10 Penta, di Composto Interrompido
G05-1 L van 18 (CA)18 Di Perfeito

G10-1 L van 19 (TC)6..(CT)6..(TC)7 Di Composto Interrompido
A04-2 L van 20 (TG)24ta(TG)17..(GT)6..(GT)21 Di Composto Interrompido
C07-2 L van 21 (CT)23ca..(CT)6 Di Perfeito Interrompido
C08-2 L van 22 (ACAG)5g(CAGA)6 Tetra Composto

D03-2 L van 23 (GA)12at(G)11 Mono, di Composto

D06-2 L van 24 (AGAC)5 Tetra Perfeito

D09-2 L van 25 (TC)6 Di Perfeito

E07-2 L van 26 (GA)8..c(GA)8 Di Perfeito Interrompido
F01-2 L van 27 (AAG)14..(AAG)6 Tri Perfeito Interrompido
F03-2 L van 28 (TG)32tata(TG)6 Di Perfeito Interrompido
F05-2 L van 29 (AGTG)7agtt(AGTG)9..(GA)I(AGAGAC)9*..(AG)12 Di, tetra, hexa Composto Interrompido
F07-2 L van 30 (GA)42 Di Perfeito

G03-2 L van 31 (TCAC)5 Tetra Perfeito

G09-2 L van 32 (GA)14 Di Perfeito

H07-2 L van 33 (TCAC)5 Tetra Perfeito

H11-2 L van 34 (AC)24 Di Perfeito
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Figura 5 Géis de agarose evidenciando os produtos de amplificacdo obtidos para os
testes de gradiente de temperatura, realizados com 12 temperaturas, para alguns dos

locos SSRs-beads estabelecidos para a espécie L. vannamei.
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Tabela 1: Caracterizagdo dos dados obtidos pelo programa CID para prospecgdo de SSRs-beads a partir da analise de fragmentos de DNA com 400-1200pb obtidos via construcdo de bibliotecas
gendmicas enriquecidas da espécie L. vannamei.

ID  Namerode Tipo SSR Motif (pb) Inicio Fim PRIMER FORWARD (5'-3') TM (°C) size PRIMER REVERSE (5'-3') TM (°C) size PRODUTO (bp)
SSRs

AO1-1 1 ¢ (CT)22a(TC)11..(TC)6(AC)7 113 8 120

AO1-1 2 p2 (TC)6 12 223 234

AO4-1 1 ¢ (AG)9..(TC)8 106 15 120

A06-1 1 p2 (CA)10 20 266 285

AO7-1 1 ¢ (CT)22..(TC)8..(TC)6(AC)7 113 8 120

AO7-1 2 p2 (TC)6 12 223 234

BO5-1 1 ¢ (TTTC)6..(TCTT)6..(TC)7g(TC)50 191 84 274

BO7-1 1 p4  (AGAC)5 20 199 218 AGACAAAGGGAAGGAGAGAC 54,976 20 GGCTTATTCCATGGTTGTT 54,979 19 115
B10-1 1 ¢ (TC)6tt(TC)16 46 270 315

B11-1 1 ¢ (GAGAGC)5(GA)28 86 234 319 AAGGGGGAGAAAGTTAGATG 54,982 20 AGAGATAAGGCCGCTTGT 55,02 18 210
B12-1 1 ¢ (AG)9ac(AG)7aa(AG)6aa(AG)7%a(AG)6g(GA)37..(GA)BL(AG 237 103 339

)8..(AG)8

C03-1 1 ¢ (AC)6..(TC)7..(CT)7 117 68 184

ci12-1 1 ¢ (GA)10a(AG)36..(AG)11..(GA)9..(AG)12 191 2 192

DO04-1 1 ¢ (TC)6tt(TC)16 46 270 315

D06-1 1 ¢ (TCTG)6..(TC)6..(TC)6 89 243 331

DO8-1 1 ¢ (TG)15..(AGAT)5 141 43 183

D11-1 1 ¢ (AGAC)5..(CAGG)5 47 a8 94 CACCCGAAAGATATGAGAGA 55,3 20 TGGCTTCCCTTTGTTTATC 55,287 19 159
FO5-1 1 ¢ (TTCTT)Sttctettctc(CT)10 55 61 115 GTAACATGCCCTCACTCACT 55,127 20 GTCAAAAGCGCCTTAGTTTA 55,065 20 254
FO6-1 1 p2  (TG)6 12 191 202

F12-1 1 ¢ (GT)11..(GT)7..(TG)10..(TG)10c(GT)27ggt(TG)7 183 77 259

G02-1 1 ¢ (TG)9cg(GT)15..(AGAT)5 162 43 204

GO05-1 1 p2 (CA)18 36 32 67 ACACACACGCACACATAGAC 55,332 20 GTGGATGAGAGAGAGCCATA 55,277 20 167
G09-1 1 p2  (GA)6 12 1 12

G10-1 1 ¢ (TC)6..(CT)6..(TC)7 93 207 299 GAGCAAATCTATGCGACAAT 55,486 20 GTAAAAAGCTTTGCGGGT 55,542 18 190
G11-1 1 p2  (AG)6 12 61 72 ACAGAAGCAGAAACAGAGACA 55239 21 TGTTCGGAAGGTAATTATGG 55,195 20 178
HO2-1 1 ¢ (AC)6..(AC)8 52 8 59

HO7-1 1 ¢ (GA)46..(GA)24 188 26 213

H12-1 1 ¢ (GA)12..(GA)6 106 1 106

A03-2 1 p2 (TC)26 52 168 219

A04-2 1 ¢ (TG)24ta(TG)17..(GT)6..(GT)21 191 37 227 GTGCGTGAGTGAGTGTGT 53,404 18 TACACCAGCGCACATACA 55,429 18 235
A0B-2 1 p4  (AGAC)5 20 150 169 AAGGGAGTGAGTGTGTGTGA 56,521 20 GGGGAAATGATGGAAGATTA 56,403 20 134
A10-2 1 pl (M1l 11 108 118 GATATTACGTTGGCATCCAT 54,963 20 AGACAAACGCCTACAGACAT 54,877 20 131
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10-2

Al1-2
B03-2
B04-2
B06-2
B09-2
C03-2
C04-2
C05-2
C07-2
C07-2
C08-2
C09-2
C10-2
D02-2
D03-2
D05-2
D06-2
D08-2
D09-2
EO01-2
EO01-2
E03-2
E07-2
E09-2
E10-2
F01-2
F02-2
F03-2
F05-2
F07-2
F10-2
G03-2
G09-2
HO07-2
H11-2

2

p2
p2

p4
o*

p2

p2

pl

c*

p4

p2
p2
p2

p2

o
p2
p2
p4
p2
p4
p2

(AT)6
(GA)25
(AC)18(AG)44..(GA)9..t(GA)9..(AG)6.. (ACAG)5
(GCAG)5

(AC)14(TCAC)24(CT)8*

(TC)18

(AC)6..(AC)8

(CA)10

(GAGT)5..(TG)43

(T)10

(CT)23ca(CT)6

(ACAG)5g(CAGA)6
(TCTG)B(TC)42..(CT)7
(AG)26aaac(AG)6

(AC)6..(AC)8

(GA)12%(G)11
(AG)19..(ACAG)5(AG)8*

(AGAC)5
(TC)8..(CT)24a(TG)10ta(TG)18..(GT)9
(TC)6

(GA)?

(AG)20

(GTGA)26(GT)23

(GA)8..c(AG)9

(AGAC)5..(CAGG)5
(GA)24gg(GA)15a(AG)8..(GA)9..(AG)13
(AAG)14..(AAG)6

(AG)16

(TG)32tata(TG)6
(AGTG)7°gtt(AGTG)9..(GA)I(AGAGAC)9*..(AG)12
(GA)42

(GA)13

(TCAC)5

(GA)14

(TCAC)5

(AC)24

12
50
255
20
139
36
52
20
151
10
60
45
131
68
52
37
76
20
241
12
14
40
150
105
47
156
84
32
80
232
84
26
20
28
20
48

280

192
32

181

266
108
53
216
262
12
71

67

150
162
304
78

234
156
130
48

21

212

74
89
52
37
124
216
162
5

291
50
446
51
145
216
59
285
258
62
275
306
142
138
59
103
76
169
402
315
91
273
305
234
94
176
295
32
153
320
135
62
143
243
181
92

TTTGTCTGTCTGTCTATCTG

AACAAGACCCTGCTAACAAA
AGCATTTGTTCATCTTCAGC
TGTGTTGCTTGTTTGCTACT

AGTGACCTTTTCGGTCAATA

GCACGTCAGGAAGATTTCTA

AAGGGAGTGAGTGTGTGTGA

TGGTATTGTGGTTGCTGTTA
TGGATACAGATGGTCACAAA
CAGACAGACAGAGAGGGAGA

CTGTGGCAGAATTTTTCTCT
CACCCGAAAGATATGAGAGA

ACCACAAACAAGAAGAAGGA

TCTCCTGTTTCCCTCTTTCT
AAGAGATAGACAGAATGAGGG
TACTTCCCTTGTGACAAACC
GGATAGAACCGGTAATCCAT
CTTATTTTGTCACCCACGTT
GAGAAGATAAACAACGATGC
TTTGTCTGTCTGTCCATCTG
ACGTTCACACACACAGAGAG

48,186

55,043
55,528
54,58

54,792

55,539

56,521

55,081
54,752

55,41

54,662
55,3

54,817

55,582
52,655
55,12

55,455
55,171
52,49

54,485
54,481

20

20
20
20

20

20

20

20
20
20

20
20

20

20
21
20
20
20
20
20
20

CGGTGTACATACAGGTATAA

GTTCGTGTTGATAAGGTCGT
GAATGGAAAGAAGGAGGAAG
TTCCCTTTTTCCTCCTCTAT

TGACTGACTGACTGAGACACA

CCATTTCTCTTTTCTTTCCC

GGGGAAATGATGGAAGATTA

AGAAGGTGAAACGTAATACTCG
TCTCTGTCTCTGCCTCTCTC
AGGACACCGAGTTTTCTTTT

TGTCTCCGTTTATGTCTCCT
TGGCTTCCCTTTGTTTATC

GGGTGTGTTGGTAGTTTAGG

GTGCGATTAAACAAGGCA
TATTGGTCCGTCCGTCTC
GGGAAACTTTTCCTTTGTCT
GCAAACTACATCAAAAGGGA
CACGAATGAGTGAATGAGTG
GGTTCAATTTGTGCGCATT
GTTCGTAAAATCCTCCTCAA
GTACATATTCCCGCAGATTT

48,538

55,143
55,505
54,643

55,127

55,509

56,403

55,359
54,704
55,525

54,765
55,287

54,583

55,74

56,894
55,016
55,38

55,003
59,538
54,441

54,287

20

20
20
20

21

20

20

22
20
20

20
19

20

18
18
20
20
20
19
20
20

209

184
226
271

158

261

134

111
277
203

250
159

256

180
280
167
159
131
280
211
224
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Figura 6: Géis de agarose 2%, evidenciando os produtos de amplificacdo obtidos para
diferentes exemplares de L. vannamei utilizando-se locos BO7-1, EO76, D03-2, G10-1, C07-2,
FO5-1, D11-1, D09-2, C08-2 e HO7-2 em reacdes PCR.
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Tabela 3: Relac&o dos locos SSRs-beads validados e genotipados, descrevendo o motif do

microssatélite, o nUmero de alelos observados (Na), a amplitude de variacdo dos alelos,

os niveis de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e os valores encontrados

para o teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) calculados utilizando-se o

programa Genepop, versado 3.4 (p<0,005).

Loco Nomenclatura PRIMER (5'-3") Motivo Ta (°C) n, alelos (bp) Ho He

BO7-1 L van 14 F: AGACAAAGGGAAGGAGAGAC (AGAC)5 53 04 119-135 0,54 0,57
R: GGCTTATTCCATGGTTGTT

D11-1 L van 16 F: CACCCGAAAGATATGAGAGA (AGAC)5..(CAGG)5 49,5 20 112-210 0,28" 0,93
R: TGGCTTCCCTTTGTTTATC

FO5-1 L van 17 F: GTAACATGCCCTCACTCACT (TTCTT)5..(CT)10 50 17 220-329 0,77 0,83
R: GTCAAAAGCGCCTTAGTTTA

G10-1 L van 19 F: GAGCAAATCTATGCGACAAT (TC)6..(CT)6..(TC)7 49,5 05 208-222 0,46 0,70
R: GTAAAAAGCTTTGCGGGT

mCO07- L van 21 F: AGCATTTGTTCATCTTCAGC (CT)23..(CT)6 50 03 319-379 0,88 0,53

2 R: GAATGGAAAGAAGGAGGAAG

C08-2 L van 22 F: TGTGTTGCTTGTTTGCTACT (ACAG)5..(CAGA)6 51 17 258-318 0,75 0,88
R: TTCCCTTTTTCCTCCTCTAT

D03-2 L van 23 F: GCACGTCAGGAAGATTTCTA (GA)12..(G)11 53 10 190-286 0,59* 0,89
R: CCATTTCTCTTTTCTTTCCC

D09-2 L van 25 F: TGGTATTGTGGTTGCTGTTA (TC)6 47 06 125-135 0,17* 0,32
R: AGAAGGTGAAACGTAATACTCG

E07-2 L van 26 F: CTGTGGCAGAATTTTTCTCT (GA)8...(GA)8 53 02 249-265 0,59 0,42
R: TGTCTCCGTTTATGTCTCCT

HO7-2 L van 33 F: TTTGTCTGTCTGTCCATCTG (TCAC)5 51 03 234-250 0,25 0,28
R: GTTCGTAAAATCCTCCTCAA

(+) déficit de heterozigotos (-) excesso de heterozigotos
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2.2 Transferabilidade dos locos microssatélites

Todos os locos que apresentaram-se polimorficos para L. vannamei
foram testados nas cinco espécies nativas de camardes marinhos,
utilizando-se o0s mesmo padroes de amplificacdo padronizados
anteriormente para a espécie L. vannamei . Esta analise demonstrou que
alguns locos podem ser eficientes também para essas espécies nativas
utilizadas (Tabela 4). Todos os locos apresentaram amplificacdo para pelo
menos uma das espécies testadas, sendo que o loco G10-1 amplificou em
quase todas as espécies com excecdo de R. constrictus. Xiphopenaeus
kroyeri foi a espécie que menos obteve sucesso na transferabilidade dos
locos testados, amplificando para apenas um loco (G10-1). Ja a espécie F.
brasiliensis foi a que apresentou uma maior transferabilidade, com
resultados satisfatérios para 50% dos locos testados, seguida por L.

schmitti com 40% de sucesso de amplificacéo.

Tabela 4: Resultados obtidos para os testes de transferabilidade dos locos microssatélites realizados em cinco
espécies relacionadas nas mesmas condi¢cdes de PCR estabelecidas para os locos SSRs-beads validados para L.

vannamei.

Espécies Loci

BO7-1 D11-1 FO05-1 zq9-.1 HO7-2 C08-2 DO03-2 D09-2 EO07-2 CO07-2

Litopenaeus schmitti - - + + + - + - - -
Farfantepenaeus brasiliensis  + + - + + - - - + -
Farfantepenaeus paulensis - + - + + - - - - -
Xiphopenaeus kroyeri - - - + - - - - - -
Rimapenaeus constrictus + - + - - - - - + -
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3. DISCUSSAO

A descricdo de locos microssatélites em peneideos, em geral, ndo
costuma ser tao eficiente, uma vez que a literatura vem demonstrando
que nestes organismos locos microssatélites costumam apresentar um
ndmero muito grande de repeticbes, o que inviabiliza a clonagem de
fragmentos contendo ambas as regides flanqueadoras e,
consequentemente, o delineamento de pares de primers adequados a
amplificacdo do microssatélite isolado (Freitas et al., 2008). Alguns
autores chegam a sugerir que locos SSRs em peneideos possuem até o
dobro do tamanho daqueles encontrados no genoma de outros
organismos.

No genoma de L. vannamei ha ainda a presenca de uma regiao
repetitiva especifica no genoma de peneideos, denominada PVS1, na qual
o motif CCTAA aparece repetindo inUmeras vezes. Segundo Bagshaw &
Buckholt (1997), esta regido PVS1 pode representar até 7% do genoma
do camaréo.

Em L. vannamei, Cruz et al. (2002) analisando 2 mil clones
recombinantes, relataram a presenca da repeticdo CCTAA em 42% dos 99
clones sequenciados. Neste trabalho, 22 clones foram selecionados
aleatoriamente, sendo que 16 (72%) continham microssatélites. Em outra
analise, utilizando varredura com sondas repetitivas, foram selecionados
68 clones para sequenciamento, sendo que 38 clones, ou seja, 55%
aproximadamente continham 97 microssatélites com numero de
repeticbes maior que aqueles selecionados aleatoriamente (sem a
utilizacdo de sondas).

Devido a tal particularidade, alguns trabalhos tém prospectado locos
SSRs em peneideos, a partir da construcdo de bibliotecas gendmicas
baseadas em diversas classes de tamanhos de fragmentos, incluindo a
selecdo de SSRs com um pequeno numero de repeticfes de sua unidade
repetitiva, em geral, considerando duas e/ou trés repeticbes para
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sequéncia di-, tri, tetra- ou penta-nucleotidica (Xu et al., 2001; Cruz et
al., 2002; Meeham et al., 2003).

Em L. vannamei, por exemplo, Meehan, et al. (2003) construiram
bibliotecas gendmicas com fragmentos entre 150 a 800pb digeridos com a
enzima Sau3Al. Foram obtidos 215 clones positivos, sendo que 173
(68,9%) possuiam de fato regides microssatélites com motifs repetindo
um minimo de trés vezes. Deste total, 136 (78,6%) continham ambas as
regides flanqueadoras, possibilitando o delineamento dos pares de
primers. ApOs a validacdo populacional, 93 locos (68%) apresentaram
padrdo de amplificacdo satisfatoério em amostras de populacdo cativas.

Apesar de, convencionalmente, a maioria dos trabalhos
considerarem um minimo de seis repeticbes para motifs dinucleotideos e
cinco para trinucleotideos em diante, muitos trabalhos tém demonstrado
que o numero de repeticdes da unidade repetitiva nem sempre parece
apresentar uma relacao direta com o grau de polimorfismo detectado para
um loco em uma populacdo. Da mesma forma, o fato de um loco ser
perfeito, imperfeito ou composto, também nado parece ser um fator
limitante do grau de polimorfismo que esse loco possa apresentar em um
estudo de validacao populacional.

Segundo Meehan, et al. (2003), o uso de microssatélites com
unidades curtas de repeticdes pode apresentar uma alta variacdo alélica
(11 alelos) e valores de heterozigosidade observada que podem chegar a
1,0 em populacOes de camaréo cultivado.

No final da década de 90, Xu et al. (1999), ja tinham chegado a
resultados similares ao prospectar locos SSRs no camardo Tigre Penaeus
monodon. Neste estudo foi observado um grande numero de locos
microssatélites perfeitos com grande numero de repeticoes, inviabilizando
os testes de validacdo populacional. Por outro lado, a utilizacdo de locos
compostos por mais de um tipo de motif contendo poucas repeticdes de
sua unidade repetitiva, demonstrou grande potencial de aplicagdo nos

estudos genético-populacionais desta espécie. Resultados similares
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também foram obtidos por Garcia & Alcivar-Warrem (2007) em L.
vannamei.

No presente trabalho ndo foi encontrada nenhuma regidao PVSI1,
provavelmente devido ao uso da enzima BstUl, a qual ndo reconhece
sitios que flanqueiam esta repeticdo. Cruz et al., (2002), propdem que
bibliotecas gendmicas construidas para L. vannamei utilizem enzimas de
restricbes que ndo reconhecam nenhuma sequencia em PVS1, pois a
presenca abundante desta regido no genoma de peneideos, em especial,
desta espécie acaba reduzindo significativamente a caracterizacido de
novos microssatélites que ndo contenham em sua composicdo a unidade
CCTAA.

Além disso, a utilizagcdo de sondas especificas, como dinucleotidicas
CT e/ou tetranucleotidicas CCTAA, obviamente, pode facilitar a captura
preferencial de SSRs PVS1l, o que diminui significativamente a
probabilidade de clonagem de fragmentos contendo locos microssatélites
que possuam ambas as regides flanqueadoras. Além disso, o fato do
genoma de peneideos possuir relativa abundancia de locos dinucleotideos
perfeitos, com um alto numero de repeticbes da regido motif, também
justifica a escolha adequada das sondas que serdao utilizadas para
enriquecer as respectivas bibliotecas (Xu et al. 1999).

No presente trabalho, a construcédo de uma biblioteca genémica para
L. vannamei com fragmentos compreendidos entre 400 e 1200 pb,
enriquecidos com sondas tetranucleotidicas de sequUéncias variadas
permitiu a identificacdo de 63 microssatélites, sendo que
aproximadamente 50% possuiam regifes flanqueadoras com motifs
variados permitindo o delineamento de 31 pares de primers

Apesar de microssatélites relativamente extensos também terem
sido encontrados aqui neste trabalho, foi possivel delinear pares de
primers para cerca de 50% dos locos identificados. Esta percentagem
parece ser superior quando comparada aos resultados encontrados por

Cruz et al. (2002), por exemplo, mas inferior aos 74% encontrados por
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Meeham et al.(2003) para L. vannamei e aos 87% encontrado por Xu et
al. (1999) para P. monodon.

Se formos comparar, no entanto, o rendimento final de locos SSRs
considerando um minimo de 5 repeticdes para di- e 6 repeticbes para tri,
tetra- e penta, os dados apresentados aqui se mostram extremamente
satisfatérios. No trabalho realizado por Cruz et al. (2002), por exemplo,
do total de locos testados, apenas cinco eram polimoérficos, evidenciando
um rendimento final de 5,5% de validacdo para locos SSRs similares aos
aqui identificados. Os autores ainda relataram que, pelo menos metade
dos clones sequenciados, possuiam microssatélites muito extensos ou
proximos da insercdo do plasmideo ou ao lado da regidao PVS1,
inviabilizando o delineamento de primers flanqueadores.

No presente trabalho foram sequenciados 192 clones
recombinantes, sendo que deste total 33% continham SSRs e 50% destes
apresentaram ambas as regifes flanqueadoras. E ainda, dos 22 locos
testados, 10 locos foram polimaérficos, apresentando um rendimento cerca
de 10 vezes maior a aquele verificado por Cruz et al. (2002).

Mais recentemente, um estudo realizado por Garcia & Alcivar-
Warrem (2007), também isolando microssatélites para L. vannamei,
obteve 134 (9,5%) clones positivos depois de hibridizar com sondas di- e
trinucleotidicas. Deste total, 128 clones foram sequenciados, sendo que
83 destes, ou seja, aproximadamente 64%, continham microssatélites
com 3 ou mais repeticbes, trés (2%) nao continham e 42
(aproximadamente 33%) eram redundantes. Cinquenta e nove (17,3%)
microssatélites encontrados possuiam uma uUnica regido flanqueadora.
Mesmo assim foi possivel a construgdo de 173 pares de primers para 340
locos encontrados, sendo que 150 locos microssatélites apresentaram se
polimorficos, evidenciando um rendimento de 86%, ou seja, superior ao
aqui encontrado e extremamente alto quando comparado a outros estudos
relatados na literatura.

Em 2006, Zhi-Ying et al. sequenciaram 168 clones positivos de uma

biblioteca genbmica para L. vannamei construida com fragmentos
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variando de 250 a 1000pb. Neste trabalho 62,5% dos SSRs identificados
possuiam regides flanqueadoras. Do total de 30 locos testados, porém,
apenas 12 demonstram-se polimorficos, evidenciando um rendimento final
de apenas 25%. Neste mesmo ano, um trabalho realizado por Freitas et
al. (2007) para prospectar locos microssatélites a partir de fragmentos
amplificados via RAPD descreveu oito locos polimoérficos, para os 16 pares
de primers testados, evidenciando um rendimento final de 50%

Em geral, rendimentos de validacdo semelhantes aos encontrados
para L. vannamei neste estudo e em outros mencionados, vém sendo
encontrados para maioria das espécies de peneideos. Entretanto, algumas
excecoes podem ser observadas. Em 1999, por exemplo, Xu et al. em um
estudo com P. monodon obteve 83 clones positivos para hibridizagdo com
sondas, sendo que 49 destes (59%) possuiam 99 locos microssatélites, 56
com ambas regifes flanqueadoras. Ao todo 11 pares de primers foram
analisados e 10 mostraram-se polimoérficos, tendo um rendimento final de
validacédo excelente, proximo a 100%.

Além de aspectos metodoldgicos, eficiéncia de validacdo e natureza
polimdrfica dos locos caracterizados, outra questdo que se deve levar em
consideracdo na prospeccado de locos microssatélites € o numero de alelos
e o0s Vvalores de heterozigosidade estimados para as populacdes
amostradas. Muitos estudos utilizam estoques cativos para realizar a
validacao populacional, o que, dependendo das caracteristicas da amostra,
pode refletir em baixa diversidade genética e heterozigose observada.
Desta forma, aspectos relacionados a composicdo amostral devem ser
considerados nestes estudos (Freitas, comunicacdo pessoal). No presente
trabalho, optamos por estabelecer uma estratégia de composicao artificial
da populacdo amostrada, com o objetivo de minimizar possiveis efeitos de
manejo das populacfes cativas, decorrente de endocruzamento e baixo
ndmero de reprodutores, ocasionando a reducao da variabilidade genética
da populacdo amostrada e consequentemente dos indices estatisticos
mensurados em um estudo de validacdo. Esta estratégia parece ser

consensual para estudos que ndo possuem populagdes nativas disponiveis
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para serem amostrada, mostrando-se eficiente para caracterizacdo de
locos polimodrficos que sirvam para serem utilizados em estudos futuros de
caracterizacao da estrutura genética de outras populacoes.

Neste trabalho, foram identificados locos SSRs que apresentaram
variacdes no numero de alelos entre 2 e 20, com uma média observada
em torno de 8,7 alelos por loco. Estes valores sdo préximos aos
encontrados em outros estudos com L. vannamei, como de 7,4 alelos por
loco (Cruz et al. 2002); 5,6 alelos por loco (Freitas et al. 2006) e 11,25
alelos por loco (Zhi-Ying et al. 2006) e outras espécies, incluindo
populagdes naturais, como P. monodon com 9,5 alelos por loco (Xu et al.
1999); e F. brasiliensis, R. constrictus e X. kroyeri com 11,0; 4,0 e 6,25
alelos por loco, respectivamente (De Francisco et al. 2008).

A heterozigosidade observada na populacdo aqui analisada variou de
0,17 a 0,88 com heterozigosidade média de 0,56. Em L. vannamei Freitas
et al. (2006) encontrou heterozigosidade observada variando de 0,20 a
0,73 com meédia de 0,36; Cruz et al. (2002) encontrou valores variando
de 0,06 a 0,53 com média de 0,36. Para a P.monodon, a heterozigosidade
observada variou de 0,4 a 0,9 (Pan et al., 2004), para F. brasiliensis,
variou de 0,30 a 0,69 com média 0,44, para R. constrictus a
heterozigosidade observada foi 0,14 a 0,53 com média de 0,28 e para X.
kroyeri, 0,19 a 0,56 com média de 0,36 (De Francisco et al., 2008). Tais
valores parecem possuir uma amplitude de variacao significativa entre os
diversos estudos realizados, provavelmente, decorrente de caracteristicas
inerentes a amostra tomada para analise e a estrutura de cada populacao.

No presente trabalho, quatro dos 10 locos polimérficos descritos
apresentaram desvios do Equilibrio de HW, com trés e um loco,
respectivamente, com déficit e excesso significativo de heterozigotos.
Como esperado, tais desvios podem ser devido a fatores inerentes a
estratégia de amostragem e tamanho amostral, onde individuos
pertencentes a diferentes estoques foram considerados, (os quais podem
apresentar analogamente a populagdes naturais, efeito similar ao de

Wahlund). Tal aspecto influéncia diretamente nos possiveis desvios
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observados para testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg efetuados nos
testes de validacdo, os quais comumente evidenciam excesso e/ou déficits
de heterozigotos. Porém, a presenca de alelos nulos e erros de
genotipagem também ndo podem ser descartados.

Como abordagem complementar a prospeccdo e caracterizacdo de
locos polimoérficos para L. vannamei, este estudo também incluiu a
realizacdo de testes de cross-species-amplificacdo em cinco outras
espéecies de camarfes peneideos nativas a costa do Brasil. Tal abordagem
deve-se ao fato, do grande esforco despendido para prospectar
microssatélites para o genoma de uma espécie e da relativa falta de
abundancia de locos descritos para as nossas espécies. Obviamente que a
caracterizacdo de locos espécie-especificos € essencial para os estudos
genético-populacionais, uma vez que grande parte dos locos
microssatélites presente em regides arbitrarias do genoma de muitas
espéecies relacionadas nédo se encontra conservada, devido ao fato dos
microssatélites apresentarem uma taxa de substituicdo de nucleotideos
extremamente alta nestas regides ndo codantes (Zane et al. 2002)

Entretanto, muitas vezes tais locos podem possuir organizagédo e
comportamento correlato entre o genoma de algumas espécies préximas
se constituindo numa excelente alternativa para descricdo de um loco
polimorfico em um maior niumero de espécies, compensando o relativo
alto custo que em geral envolve a prospeccédo desses marcadores (Zane et
al. 2002; Barbara et al. 2007).

Em camardes, a estratégia de transferéncia de locos heterdlogos
entre as diversas espécies de peneideos tém sido uma estratégia usual
considerada por muitos pesquisadores. Muitos trabalhos estéao
demonstrando que a transferabilidade desses locos, de regibes néao
expressas, entre algumas espécies relacionadas € possivel (De Francisco
et al., 2008; Freitas et al., 2006; Xu et al., 1999; Ball et al. 1998), apesar
de ser significantemente superior em se tratando de locos SSRs presente
em regides codificantes (Wang et al. 2005, Pérez et al., 2005, Freitas et

al. dados nao publicados).
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Neste trabalho, os testes de cross-species amplification,
demonstraram que muitos dos locos aqui caracterizados podem também
ser utilizados em algumas espécies nativas, sob mesmas condicées de
amplificacdo estabelecidas para L. vannamei. Obviamente que ajustes
metodoldgicos e mais testes poderdo ser realizados visando-se otimizar a
obtencdo de padrbes de amplificacdo satisfatérios para estes e outros
locos nessas e em outras espécies de interesse. Para isso, deve-se avaliar
0 comportamento polimoérfico marcas em um maior tamanho amostral.

Independente da estratégia metodoldgica adotada, na dltima
década, muitos autores tém isolado locos microssatélites para o genoma
de diferentes espécies de camardes marinhos, principalmente devido a
necessidade crescente de caracterizar a estrutura genética de diversas
populagdes cativas e selvagens. A realizacdo de todos estes estudos tem
possibilitado, além da descricdo de marcas eficientes para os estudos
genético-populacional dessas espécies, o intercambio de informacbes
sobre a estrutura de locos microssatélites no genoma de peneideos,
contribuindo, obviamente, para otimizacdo de métodos que visem a
prospeccdo futura de novos locos, mas também para o melhor
entendimento do comportamento e organizacao dessas sequencias no

genoma deste importante grupo animal.
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CAPITULO 11

ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA EM DUAS

FAMILIAS DE Litopenaeus vannamei
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1. MATERIAL E METODOS

1.1 Obtencédo das familias

Duas familias segregantes F2 nomeadas de Grupo Genético 1 (G1) e
Grupo Genético 2 (G2) foram obtidas a partir do cruzamento de linhagens
de L. vannamei selecionadas para caracteristicas divergentes Essas
familias foram mantidas no Nucleo de Genética do Laboratorio de
Larvicultura Aquatec, localizado em Barra do Cunhaud, municipio de
Ganguaretama, estado do Rio Grande do Norte. Trés linhagens foram
utilizadas nos cruzamentos para obtencéo das familias G1 e G2:
Linhagem pura Panama: foi montada a partir de reprodutores selvagens
importados em 1997 do Panama. Essa linhagem apresentou boa
adaptacédo as condi¢cdes de cultivo no Brasil, demonstrando resisténcia a
doencas bacterianas e viréticas e apresentava-se na F7 no momento do
cruzamento.

Linhagem pura Venezuela: foi montada a partir de reprodutores
importados em 1997 da Venezuela na F15. Estes animais possuiam um
crescimento maior do que os de outras linhagens, porém, eram menos
resistentes a doencas e encontravam-se na geragao F22 no momento do
cruzamento.

Linhagem pura Equador: foi montada a partir de nauplios e pds-larvas
selvagens importadas em 1998 do Equador. Esta linhagem apresentou-se
menos adaptada as condicbes de cultivo no Brasil, os animais eram
menores e menos resistentes a doencas e apresentavam-se na geracao F8
no momento do cruzamento.

Para a obtencdo da familia Grupo Genético 1 (G1) foi realizado o
cruzamento entre as linhagens Panama e Venezuela que se encontravam
nas geracdes F7 e F22, respectivamente. Ja a familia Grupo Genético 2

(G2) foi gerada a partir das linhagens Panama e Equador, sendo que este
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ultimo encontrava-se na geracao F8. Os cruzamentos foram realizados no
setor de desova do Nucleo de Genética da Aquatec utilizando o método de
inseminacao artificial manual, onde o casal de reprodutores de cada
familia foi selecionado, e colocado, em tanques distintos, com as fémeas
abladas e inseminadas manualmente com o espermatozéide do macho
especifico selecionado.

ApOs 12 horas da inseminacdo ocorreu a eclosdo dos ovos e
liberando os nauplios, estes foram transferidos, no dia seguinte, para o
setor de Larvicultura permanecendo 35 dias até atingirem a idade de pos-
larvas. Nesta fase as PLs foram remanejadas para tanques no setor de
crescimento até alcancarem o peso de 2g. Nesta fase, cada individuo foi
marcado com elastdbmero para distingdo da familia a qual pertencia e em
seguida foi colocado em um Unico tanque de engorda, permanecendo
neste por 60 dias até atingirem o peso de 15g.

ApOs atingirem cerca de 15g, os individuos foram retirados dos
tanques de engorda e congelados a -20°C. Posteriormente, cerca de 1g de
tecido muscular foi retirado de cada camarao e conservada em tubo
plastico tipo eppendorf de 2ml, contendo 0,1M de EDTA e etanol absoluto.
Todos os tubos foram mantidos a -20°C até seu transporte para o
Laboratério de Biodiversidade Molecular e Citogenética, Universidade
Federal de Sao Carlos, SP. As amostras foram mantidas em freezer até a
extracdo de DNA que foi realizada seguindo-se o protocolo de extracao de
DNA com tampéo salino, proposto por Aljanabi e Martinez (1997), como

descrito em detalhes no capitulo 1.

1.2 Amplificacdo dos locos e analises estatisticas

Os locos SSRs caracterizados como polimorficos apds a validacédo
populacional em exemplares de L. vannamei foram utilizados para analise
das duas familias de referéncia G1 e G2. Primeiramente foram realizadas

amplificacoes em 20 animais (10 de G1 e 10 de G2) utilizando-se as
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mesmas condicbes de amplificacdo estabelecidas na validacao
populacional inicialmente ja descrita. Apenas os locos que demonstraram
ser polimorficos em ambas as familias ja em gel de agarose 2%, foram
amplificados em um maior numero amostral e posteriormente submetidos
a genotipagem no setor de genotipagem DNA Consult, Sdo Carlos, SP.

As analises estatisticas dos locos genotipados foram realizadas
utilizando-se o software Genepop v. 3.4 (Raymond & Rousset 1995).
Foram determinadas as frequUéncias alélicas e genotipicas, o0 numero de
heterozigotos e homozigotos esperados e observados e desvios
significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg. O software Popgene,
versdo 1.31 (Yeh et al., 1999) também foi utilizado a fim de determinar o
grau de polimorfismo dos locos caracterizados e os indices de diversidade
(Nei, 1973), distancia (Nei, 1972) e identidade (Nei, 1978) genética de
Nei. Além desta analise, foram feitos testes para se verificar a possivel
presenca de alelos nulos, erros de genotipagem e stutters utilizando-se o
software Micro Checker (Oosterhout et al. 2004), disponivel na website

http://www.microchecker.hull.ac.uk/. Corre¢cdes sequenciais de Bonferroni

foram realizadas para testar a significancia dos resultados obtidos (Rice,
1989).
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2. RESULTADOS

2.1 Analise da diversidade genética em duas familias de L.

vannamei

Dos dez locos polimorficos utilizados para a analise da diversidade
genética das familias G1 e G2, somente trés locos (HO7, D09 e C0O7) néo
se apresentaram polimorficos no teste inicial utilizando 10 individuos
pertencentes a cada uma das familias. Os sete locos restantes (D11, FO5,
C08, D03, EO7, BO7 e G10) apresentaram-se polimdrficos em ambas as
familias, sendo portanto considerados nas andlises posteriores.

A analise realizada na familia G1 revelou um numero de alelos
variando de 2 a 4, sendo que trés dos sete locos considerados
apresentaram desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg,
evidenciando déficit de heterozigotos significativos (p<0,007) para os
locos D11, FO5 e D0O3. Os valores de heterozigosidade observada variaram
de 0,14 para o loco D11 a 0,76 para o loco C08, sendo observada uma
meédia de 0,49 para esta populacdo (Tabela 5).

Na familia G2 o numero de alelos também variou de 2 a 4, sendo
que os valores de heterozigosidade observada variaram de 0,16 (FO5) a
0,81 (EO7). Dois locos apresentaram desvios significativos do equilibrio de
Hardy-Weinberg, sendo que o Iloco CO08 apresentou déficit de
heterozigotos e o loco EO7 excesso de heterozigotos (Tabela 6), fato nédo
observado na familia G1. A heterozigosidade média determinada para a

populacédo G2 foi 0,53, valor proximo ao observado na populagdo G1.
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Tabela 5: Relacdo dos locos SSRs-beads que apresentaram polimorfismo em G1,
descrevendo o motif do microssatélite, o nimero de alelos observados (Na), a amplitude
de variacao dos alelos, os niveis de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e
os significancia encontrada para o teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

calculados utilizando-se o programa Genepop, versao 3.4 (p<0,007).

Loco Motif T. anelamento (°C) Numero de alelos Alelos He Ho

D11 (ACAG)5..(CAGG)5 49,5 4 212-242 0,62 0,14
FO5 (TTCTT)5..(CT)10 50 4 220-285 0,66 0,33
Cco8 (ACAG)5..(CAGA)6 51 4 259-295 0,7 0,76
D03 (GA)12.. (G)11 53 4 254-284 0,69 0,50
EO7 (GA)8..(GA)8 53 3 250-276 0,5 0,70
BO7 (AGAC)5 53 2 123-131 0,49 0,44
G10 (TC)6..(CT)6..(TC)7 49,5 3 214-224 0,63 0,58

(-) déficit de heterozigotos ; (*) excesso de heterozigotos

Tabela 6: Relacdo dos locos SSRs-beads que apresentaram polimorfismo em G2,
descrevendo o motif do microssatélite, o nimero de alelos observados (Na), a amplitude
de variacdo dos alelos, os niveis de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e
os significancia encontrada para o teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

calculados utilizando-se o programa Genepop, versao 3.4 (p<0,007)

Loco Motif T. anelamento (°C) Ndmero de alelos Alelos He Ho
D11 (ACAG)5..(CAGG)5 49,5 3 180-204 0,65 0,66
FO5 (TTCTT)5..(CT)10 50 3 220-253 0,2 0,16
co8 (ACAG)5..(CAGA)6 51 4 259-295 0,63 -0,51
D03 (GA)12..(G)11 53 4 254-284 0,46 0,54
EO7 (GA)8..(GA)8 53 3 250-276 0,53 *0,81
BO7 (AGAC)5 53 2 123-131 0,48 0,54
G10 (TC)6..(CT)6..(TC)7 49,5 3 214-224 0,53 0,55

(-) déficit de heterozigotos; (*) excesso de heterozigotos
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De acordo com as analises realizadas no programa Genepop,
nenhum dos locos apresentou desequilibrio de ligacdo para ambas as
familias.

O numero de alelos efetivos e as heterozigosidades esperadas e
observadas também foram estimadas, através da utilizacdo programa
Popgene, para a familia G1 e G2 e estdo listados nas tabelas 7 e 8

respectivamente.

Tabela 7: Tamanho amostral, niumero de alelos encontrados (Na), numero de alelos
efetivos (NE) e heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho) para cada loco

encontrados para a familia G1 pelo programa Popgene (p<0,007)

Loco Tamanho amostral Na NE He Ho

D11 39 4 2,59 0,623 0,128
FO5 30 4 2,88 0,663 0,333
cos 43 4 3,24 0,700 0,767
D03 53 4 3,21 0.695 0,509
EO7 20 3 1,98 0,500 0,700
BO7 25 2 1,95 0,497 0,440
G10 43 3 2,68 0,634 0,581

Os indices de distancia (Nei, 1972) e identidade genética (Nei,
1978) calculados usando o programa Popgene evidenciaram relativa
similaridade genética entre estas duas familias (tabela 9).

Houve uma ligeira divergéncia entre as frequéncias dos alelos
encontradas para cada loco em ambas as familias, sendo encontrados
alelos comuns, alelos raros e alelos exclusivos (tabela 10 e 11).

Os indices de diversidade genética de Nei (1973) calculados para as
duas familias evidenciaram uma média de 0,61 para a familia G1 com
desvio padrao de 0,084, e 0,50 para a familia G2 com desvio padrao de
0,138.
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Tabela 8: Tamanho amostral, niumero de alelos encontrados (Na), numero de alelos
efetivos (NE) e heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho) para cada loco

encontrados para a familia G2 pelo programa Popgene (p<0,007)

Loco Tamanho amostral Na NE He Ho

D11 57 3 2,79 0,647 0,667
FO5 24 3 1,29 0,230 0,166
cos8 43 4 2,69 0,636 0,511
D03 48 4 1,84 0,463 0,541
EQ7 53 3 2,1 0,531 0,810
BO7 24 2 1,91 0,488 0,540
G10 60 3 2,12 0,533 0,550

Tabela 9: Indices de identidade genética (diagonal acima) e distancia genética (diagonal
abaixo) entre as duas familias, G1 e G2, de L. vannamei analisados pelo programa

Popgene

Familias | G1 G2
G1 laialiaked 0,6545
G2 0,4239 FAKxx
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Tabela 10: FrequUéncias observadas de cada alelo dos locos amplificados na familia G1
calculadas pelo programa Popgene e a classificacdo em alelos raros, comuns ou

exclusivos.

Loco Alelo (pb) Frequéncia
D11 232 0,2692+
212 0, 5385+
242 0,0513+
228 0,1410+
FO5 220 0,0833*
253 0,5000*
285 0,1667+
277 0,2500+
C08 259 0,3953*
263 0,1977*
271 0,3256*
295 0,0814*
D03 280 0,4623*
284 0,1981*
276 0,1887+
254 0,1509*
EO7 250 0,6500*
266 0,2750*
276 0,0750*
BO7 123 0,5800*
131 0,4200*
G10 216 0,3488*
214 0,4651*
224 0,1860*

(*) alelos comuns; (+) alelos exclusivos; (-) alelos raros
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Tabela 11: Frequéncias observadas de cada alelo dos locos amplificados na familia G2
calculadas pelo programa Popgene e a classificacdo em alelos raros, comuns ou

exclusivos.

loco alelo (pb) Frequéncia
D11 180 0,4298+
184 0,2105+
204 0,3596+
FO5 253 0,8750*
220 0,0833*
249 0,0417+
Cco8 259 0,1744*
263 0,2791*
271 0,5116*
295 0,0349*
D03 280 0,7083*
284 0,1354*
264 0,1458+
254 0,0104*
EO7 250 0,4615*
266 0,0288*
276 0,5096*
BO7 123 0,6042*
131 0,3958*
G10 216 0,5167*
214 0,4500*
224 0,0333*

(*) alelos comuns; (+) alelos exclusivos; (-) alelos raros
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2.3 Analise de presenca de stutteres e/ou dropout e de alelos

nulos em duas familias de L. vannamei.

Os dados obtidos para avaliar a diversidade genética para as
familias G1 e G2 foram analisadas no Micro Checker para verificar
possiveis evidéncias de alelos nulos e erros de genotipagem para os sete
locos considerados. As estimativas de porcentagens de alelos nulos foram
feitas utilizando-se diferentes métodos de estimativas, disponiveis no
programa.

Na familia G1, trés dos sete locos analisados sugeriram a possivel
presenca de alelos nulos (mesmo apdOs correcdo de Bonferroni) (Tabela
12). Neste caso, todas as frequiéncias alélicas para os supostos locos com
presenca de alelos nulos foram redefinidas utilizando-se cada um dos
parametros considerados para andlise de alelos nulos (Tabela 13).

Para a Familia G2, no entanto, nenhum dos locos analisados
evidenciou valores significativos para a presenca de alelos nulos, nao
sendo, portanto, neste caso, recalculadas as frequéncias alélicas

corrigidas (Tabela 14).

Tabela 12: Listagem dos resultados de estimativas de porcentagens dadas pelo programa
micro-cheker para a familia G1 comparando com outros trés métodos de calculos e

evidenciando a presenca ou auséncia significativas de alelos nulos.

Loco Alelos nulos Oosterhout Chakraborty Brookfield 1 Brookfield 2
D11 Presente 0,3631 0,6550 0,3014 0,6426
FO5 Presente 0,2374 0,3239 0,1933 0,7144
cos Ausente -0,0635 -0,0517 -0,0446 0,3548
D03 Presente 0,1272 0,1496 0,1061 0,2435
EO7 Ausente -0,4072 -0,1703 -0,1362 0,7535
BO7 Ausente 0,0472 0,0509 0,0317 0,7321
G10 Ausente 0,0499 0,0380 0,0282 0,4157
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Tabela 14: Listagem dos resultados de estimativas de porcentagens dadas pelo programa

micro-cheker para a familia G2 comparando com outros trés métodos de calculos e

evidenciando a presenca ou auséncia significativas de alelos nulos.

Loco Alelos nulos Oosterhout Chakraborty Brookfield 1 Brookfield 2
D11 Ausencia -0,0057 -0,0135 -0,0107 0,2403
FO5 Ausencia 0,0970 0,1504 0,0482 0,7985
Cco8 Ausencia 0,0885 0,1027 0,0719 0,5374
D03 Ausencia -0,1583 -0,0831 -0,0570 0,4136
EO7 Ausencia -0,3288 -0,2134 -0,1870 0,2426
BO7 Ausencia -0,0691 -0,0621 -0,0429 0,7673
G10 Ausencia -0,0207 -0,0190 -0,0134 0,1928

Tabela 13: Novas frequéncias alélicas calculadas pelo programa micro-checker para trés

locos com alelos nulos na familia G1 comparando com tres outros metodos.

Loco D11
Alelos Freq. observada Oosterhout Chakraborty Brookfield 1 Brookfield
212 0,5385 0,3206 0,1858 0,3761 0,1925
228 0,0513 0,0527 0,0177 0,0358 0,0183
232 0,2692 0,1835 0,0929 0,1881 0,0962
242 0,141 0,0801 0,0487 0,0985 0,0504
Loco FO5

Brookfield
Alelos Freq. observada Oosterhout Chakraborty Brookfield 1
220 0,0833 0,0871 0,0563 0,0672 0,0238
253 0,5000 0,3675 0,3380 0,4034 0,1428
277 0,2500 0,1835 0,1690 0,2017 0,0714
285 0,1667 0,1244 0,1127 0,1345 0,0476
Loco DO3

Brookfield
Alelos Freq. Observada Oosterhout Chakraborty Brookfield 1
254 0,1509 0,0889 0,1284 0,1349 0,1142
276 0,1887 0,1874 0,1605 0,1687 0,1427
280 0,4623 0,3857 0,3931 0,4132 0,3497
284 0,1981 0,2109 0,1685 0,1771 0,1499
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3. DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado que a manutencao de linhagens
fechadas, sem a introdugcdo de novos pools génicos para manutencao dos
plantéis reprodutores, conduz a uma perda progressiva da variabilidade
genética ao longo das geracOes, decorrente do aumento na taxa de
endocruzamentos e consequentes niveis de consanguinidade nos estoque
cativos (Freitas & Galetti., 2002; 2005; Freitas et al, 2007). Entretanto, os
dados obtidos no presente trabalho, demonstram que o cruzamento entre
linhagens divergentes pode favorecer um incremento de variabilidade
genética em populagdes consanguineas, contribuindo para a manutencao
do potencial adaptativo desses estoques.

Neste trabalho, as populacdes G1 e G2 avaliadas foram originadas a
partir de um exocruzamento realizado entre parentais de diferentes
linhagens fechadas, que apresentavam caracteristicas de performance
bem diferenciadas (Goncalves, comunicacdo pessoal). Além disso, tais
linhagens apresentavam origens e geracdes também distintas (Venezuela
em F22, Panama em FO7 e Equador em FO08), o que em geral costuma
refletir em uma maior distancia genética e em niveis de diversidade
genética também divergentes.

Um estudo anterior realizado em dois destes plantéis (Venezuela e
Panama), utilizando marcadores moleculares de VNTRs, evidenciou niveis
de diversidade e similaridade genética diferenciados para estes dois
estoques, sendo que o plantel da Venezuela (que na época estava em
F17) apresentou valores de similaridade proximos a 0,91 e Panama (em
F3) proximos a 0,53. Neste estudo, ficou evidenciada uma significativa
menor variabilidade genética para o estoque F17 em relacdo ao estoque
F3, cuja frequéncia de locos polimorficos variou, respectivamente de 0,11
a 0,44 e 0,67 a 1,0 para estes dois plantéis (Freitas & Galetti 2002).

Posteriormente, um estudo realizado por Freitas & Galetti (2005),
também na espécie L. vannamei, utilizando marcadores de RAPD,
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evidenciou uma perda progressiva nos niveis de variabilidade genética ao
longo de cinco geracdes com uma diferenca significativa entre as geracodes
F5 (0,27) e F9 (0,22).

Wolfus et al. (1997), estudando a diversidade genética de diferentes
estoques cativos de L. vannamei com apenas um loco de microssatélite,
estimou niveis diferenciados para estas popula¢des, sendo determinados
valores de heterozigosidade observada iguais a 0,45 para a geracao F7,
variando de 0,96 a 1,00 para geracdes F1 e 0,97 para geracdo F3. O
ndmero de alelos também foi superior em geracdées menos avancadas (6 a
23 alelos/loco) que a F7 (2 a 4 alelos/loco).

No presente trabalho os niveis de diversidade genética observados
para as familias analisadas, evidenciaram a presenca de relativo
polimorfismo para os locos considerados, sendo possivel observar a
presenca de até quatro alelos para alguns locos, valor este considerado
maximo para as amostras aqui analisadas, uma vez que cada familia se
originou do cruzamento entre um macho e uma fémea e, por tanto,
partindo deste pressuposto, caso o0s parentais fossem heterozigotos e
portassem alelos diferentes, seria possivel se encontrar um maximo de
somente quatro alelos diferente para cada loco considerado. Para locos
que apresentaram a presenca de 2 e/ou 3 alelos, podemos supor que ou
0s parentais eram homozigoticos para alelos diferentes, ou eram
heterozigoticos para alelos iguais ou ainda que ocorriam ambas as
situacbes. Entretanto, tal afirmacdo s6 poderia ser confirmada caso
pudéssemos analisar também os gendtipos dos parentais, fato que nao foi
possivel devido a indisponibilidade de amostras de DNA dos parentais para
este estudo.

A presenca de alelos nulos, também poderia conduzir a deteccao de
um menor numero de alelos. Em um estudo realizado por Wolfus et al.
(1997), em familias cultivadas de L. vannamei, a analise de diferentes
familias evidenciou que alguns descendentes possuiam alelos ou apenas
maternos ou apenas paternos e muitas vezes ndo possuiam nenhum dos

alelos dos parentais, levando os autores a suporem que 0S parentais nao
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eram homozigotos para tal loco e, provavelmente, alelos nulos estavam
ocorrendo nesta analise.

Apesar da relativa diversidade maxima de alelos encontrada nestas
populacdes, alguns dos locos testados apresentaram-se monomorficos em
ambas as familias (HO7, D09 e C0O7), apesar destes terem, inicialmente,
se mostrado polimoérficos na validacdo realizada em estudo anterior,
considerando uma populacdo composta por diferentes exemplares de L.
vannamei, pertencentes a varios estoques. Sendo assim, dos 10 locos
aqui analisados, apenas sete se mostraram Uteis para analise de
diversidade genética nas familias G1 e G2, provavelmente, devido a
origem destas familias (cada uma descendente de um unico casal).

Os valores de heterozigosidade média observada para as familias
ndo apresentaram divergéncias estatisticas significativas nem entre as
familias nem entre os resultados obtidos através da utilizacdo de ambos
0s programas utilizados neste estudo. A heterozigosidade observada para
as familias G1 e G2 utilizando o software Genepop v. 3.4 (Raymond &
Rousset, 1995) variou de 0,14 a 0,76 e 0,16 a 0,81, respectivamente,
sendo observada uma meédia de 0,49 para familia G1 e 0,53 para familia
G2. Com o software Popgene v. 1.31 (Yeh et al., 1999), os resultados
encontrados para heterozigosidade observada foram de 0,12 a 0,70 pra
G1, com média de 0,49 e de 0,16 a 0,80 pra G2, com meédia de 0,54. A
ligeira diferenca entre as duas analises, provavelmente, decorre de
arredondamentos intrinsecos dos dois softwares (Yeh et al., 1999;
Raymond & Rousset 1995), os quais, neste caso, nao foram
estatisticamente significantes.

Os valores de heterozigosidades e diversidade alélica observados
para G1 e G2 parecem supor que 0 exocruzamento realizado para a
formacdo dessas familias teve um efeito positivo sobre a diversidade
genética dessas populacdées. Em um estudo similar, realizado por Xu et al.
(2001), utilizando seis locos microssatélites em quatro populacdes
selvagens e duas cativas de P. monodon, os valores de heterozigosidade

observadas variaram suas médias de 0,74 a 0,79 para as populacdes
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selvagens e de 0,74 a 0,79, ndo apresentando diferencas entre as duas
amostragens. Apesar de neste trabalho, os autores terem utilizado
familias formadas através do cruzamento entre linhagens na F2 e F3 e na
F1 e F2, as quais estavam em geracOes substancialmente menos
endogamicas que as utilizadas no presente estudo (F22 x FO7 e FO8 x
FO7), evidenciando, portanto, valores de heterozigosidades médias
superiores aos aqui encontrados, este estudo demonstra também um
possivel efeito benéfico do exocruzamento sobre a diversidade genética de
linhagens endogamicas, as quais apresentaram valores de heterozigose
iguais aos de populacdes selvagens.

Apesar de estes dados indicarem uma aparente “melhoria” na
variabilidade genética de estoques cativos, obviamente, ndo devemos
desconsiderar possiveis erros amostrais e artefatos da técnica. Em um
estudo utilizando cinco locos microssatélites em quatro populactes
selvagens de L. vannamei, por exemplo, Valles-Jimenes et al. (2005),
encontraram valores de heterozigosidade observada variando de 0,164 a
0,535 com médias entre 0,241 a 0,388, ou seja, inferiores aos aqui
encontrados para esta mesma espécie. Em outro estudo, Luvesuto et al.
(2007) utilizando quatro locos microssatélites para estudar a variagcao
genética em trés geracdes (F5, F6 e F7) de L. vannamei de uma linhagem
fechada encontrou uma variacdo de heterozigosidade observada entre
0,25 a 0,85 com médias variando de 0,37 a 0,67, valores esses mais
préoximos aos encontrados aqui neste estudo.

Quando analisamos a \variabilidade entre as duas familias
encontramos uma identidade genética de 0,65 e uma distancia genética
de 0,42 o que sugere uma similaridade genética relativamente alta entre
G1l e G2, uma vez que as linhagens que originaram tais familias possuiam
caracteristica de performance e origens divergentes. Tais valores
obviamente devem estar relacionados ao fato de um dos parentais de
ambas as familias ter origem comum, uma vez que pertenciam a mesma
linhagem do Panama. Entretanto, a frequéncia de alelos comuns nas duas

familias, em sua maioria, foi diferente. A familia G1 apresentou um maior
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valor de alelos por locos (3,42), maior numero de alelos exclusivos (7) e
maior valor médio de numero de alelos efetivos (2,65), quando
comparado com a familia G2 que mostrou 3,14; 5 e 2,10,
respectivamente.

O indice de diversidade genética de Nei (1973) foi de 0,61 para G1 e
0,50 para G2, entretanto estas diferencas nao foram estatisticamente
significativas (test-t). Se considerarmos a origem dessas familias, no
entanto, G1 (F22 x F7) e G2 (F8 x F7) podemos inferir que a introducao
de um novo pool génico, no caso, de animais em F7, realizado para a
formacdo dessas familias, pode ter tido um efeito extremamente
vantajoso sobre a diversidade genética de ambas as linhagens, em
especial da linhagem da Venezuela que se encontrava em uma geracao
extremamente avancada (F22). Obviamente que esta estratégia deve
levar em conta a manutencdo da performance dessas linhagens para
caracteristicas de interesse, bem como algum efeito de heterose, ou vigor
hibrido, nesses animais.

Dentro deste contexto, e levando-se em conta que o manejo de
estogques cativos de camardo em geral ocasiona a perda de diversidade
genética com consequentes efeitos negativos na producdo (Wolfus et
al.,1997; Freitas & Galetti 2002; Keys et al., 2004), alternativas de
manejo mais eficientes poderdao ser estabelecidas com base em estudos
da estrutura genética dessas populacdes e delineamento de cruzamentos
dirigidos. Entre tanto ndo podemos desconsiderar que tais dados estejam
refletindo um possivel erro amostral ou artefato da técnica.

Poucos estudos utilizando dados moleculares para inferéncias da
estrutura genética de populagdes costumam quantificar a taxa de
eventuais erros de genotipagem. Entretanto, tal fato pode enviesar
significativamente os dados obtidos, levando a interpretacdes equivocadas
(Pompanon et al, 2005). Segundo Hoffman & Amos (2005) uma taxa de
erro de genotipagem menor que 1% em um estudo de parentesco pode

resultar em mais de 20% de possiveis paternidades nao atribuidas.
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As analises genético-populacionais, em geral, costumam ser
realizadas assumindo-se como hipotese nula que as populacbfes sao
panmiticas e encontram-se em equilibrio, o que geralmente, ndo ocorre
na maioria dos estudos. Desta forma € natural encontrar desvios
significativos no equilibrio de Hardy—Weinberg. Obviamente que estes
desvios podem ser de fato inerentes a estrutura genética das populacdes.
Mas também podem ser devido a artefatos de técnica com nao
amplificacdo de alelos especificos. A auséncia desses alelos, ditos nulos, é
comum em analises que utilizam marcadores microssatélites conduzindo a
desvios nos valores de heterozigosidade e diversidade alélica em
consequéncia de erros nas estimativas das frequéncias alélicas e
genotipicas dos indviduos.

Além da presenca de alelos nulos decorrentes de mutacfes nas
regides flanquedoras dos locos, outros dois fatores devem ser levados em
consideracdo nas analises genético-populacionais. Um deles refere-se a
presenca de large allele dropout ou apenas dropout, que € amplificacao
preferencial de determinado alelo, em geral, a dominancia de amplificagao
de um alelo pequeno em relagcdo a um alelo grande. Neste caso, um alelo
pequeno amplifica muito mais vezes que um alelo grande, fazendo com
ocorra erros durante a genotipagem.

Outro fator, ndo menos importante que os alelos nulos e o dropout,
sdo os stutters. Stutters sao picos que ficam adjacentes aos picos de um
alelo em um eletroferograma. Quando o alelo difere de outro por apenas
uma repeticdo, esses stutters podem encobrir o segundo alelo levando a
genotipar um individuo heterozigoto como um homozigoto, conduzindo
também a erros nas estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas e
consequentemente nos indices que avaliam a estrutura genética de uma
populacao.

No presente trabalho, as analises realizadas no programa
MicroChecker n&o indicaram a presenca de droupout e stutteres para
nenhuma das duas familias analisadas. Trés locos (D11, FO5 e DO03),

entretanto, indicaram presenca de alelos nulos na familia G1, com uma
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frequéncia relativa de 30, 19 e 10%, respectivamente, de acordo com o
método de Brookifield 1. Tais locos foram aqueles que apresentaram
desvios para o Equilibrio de HW, quando utilizamos o software Genepop V.
3.4, com déficit significativo de heterozigotos. Esses mesmos trés locos
quando levado em conta as frequéncias de alelos nulos e as novas
frequéncias calculadas pelo software Micro-checker, apresentam-se em
equilibrio de HW, portanto. Desta forma, tais desvios podem ser atribuidos
a presenca de alelos nulos para esta familia.

Na familia G2, no entanto, apesar de terem sido observados dois
locos com desvios no equilibrio de HW sendo um com déficit (C08) e outro
excesso de heterozigotos (BO7), ndo evidenciou a presenca de alelos nulos
para nenhum dos sete locos, segundo o software Micro-checker. Desta
forma, a estrutura genética da populacdo ou outros motivos podem estar
causando este desequilibrio.

Erros amostrais e outros erros de genotipagens que nao Ssao
mensurados na analise no Micro checker, como por exemplo a baixa
qualidade e quantidade de DNA e erros humanos, podem também levar a
interpretacdes erroneas. De acordo com uma reviséo feita por Pompanon
et al. (2005), eventuais falhas humanas podem ser responsaveis por cerca
0,2% a 15% dos erros de genotipagem por loco, valor considerado nao
desprezivel.

Alguns autores, por meio de simulagcdes computacionais, tentam
fazer aproximacdes das taxas e consequéncias dos erros de genotipagens
(Dakin & Avise, 2004; Hoffman & Amos, 2005). Entretanto, nenhuma
bibliografia relata quais parametros e meétodos estatisticos devem ser
considerados para estimar taxas aceitaveis de alelos nulos para
marcadores microssatélites em estudos populacionais, ressaltando apenas
a importancia de efetuar a estimativa dessas taxas e a necessidade de
padronizacdo na elucidacdo e quantificacdo dos mesmos (Dakin & Avise,
2004; Hoffman & Amos, 2005; Pompanon et al. 2005).

Entretanto, ha diferentes métodos disponiveis para efetuar esta

analise. Quando o programa Micro Checker encontra evidéncias de alelos
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nulos, utilizando o seu default (Oosterhout et al, 2004), este compara a
estimativa das frequéncias estabelecidas para cada loco com as
estimativas das frequéncias obtidas por outros dois métodos: (1)
Chakraborty et al. (1992) e (2) Brookfield (1996) para questdo de
comparacdo e escolha do método que melhor se adapte aos dados do
estudo.

A estimativa de Chakraborty et al. (1992) considera que a
degradacdo do DNA é a causa da nao amplificacdo e entdo desconsidera
as mesmas dos calculos caso a falta de amplificacdo também ocorra nos
outros locos. Para Brookfield (1996) ha duas estimativas que o programa
compara, a Brookfield 1 e BrooKfield 2. A estimativa de Brookfield 1
desconsidera todas as amostras nao amplificadas pressupondo que nao
existem alelos nulos homozigotos e que a falta da amplificacdo é por
degradacédo do DNA, problemas relacionados a propria PCR ou até mesmo
falha humana. A segunda estimativa de Brookfield assume que a falta de
amplificacdo realmente sédo alelos nulos homozigotos, com isso todas as
amostras sdo consideradas nos calculos da estimativa.

A evidéncia de alelos nulos, entretanto, ndo descarta a historia de
formacdo dessas familias, as quais possuem efeitos de endocuzameno,
selecao e deriva. Portanto, apesar de tentarmos avaliar os dados em sua
completude, flutuacbes nas frequéncias alélicas e genodtipicas dessas
familias sdo esperadas e tais fendbmenos podem, de fato, modificarem a
estrutura genética das populacbes, conduzindo a desvios reais nos
pressupostos ao equilibrio de HW.

Entretanto o fato de na formacdo das familias terem sido realizados
exocruzamentos, ou seja, 0s parentais selecionados eram de linhagens
fechadas genéticamente diferentes (Panama, Venezuela e Paraguai), onde
os alelos se encontravam em frequéncias diferentes, ndo pode ser
desprezado, pois pode ser um dos fatores que pode ter contribuido para
que o loco BO7 apresentasse desvio no equilibrio de HW apresentando

excesso de heterozigotos e o loco C08 apresentando déficit.
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CONCLUSOES GERAIS

A Biblioteca gendmica parcial enriquecida mostrou-se eficiente para
a identificacdo de novos microssatélites para esta importante
espécie de camarao marinho, sendo identificados 63 novos locos
microssatélites, dos quais 22 foram testados e 10 mostraram-se
polimdrficos, demonstrando seu potencial para uso em estudos
futuros de andlise da diversidade e estrutura genética de L.

vannamei.

Alguns dos locos microssatélites caracterizados como polimorficos
em L. vannamei também demonstraram ser eficientes para outras
espécies de camardes nativas a costa brasileira (Litopenaeus
schmitti, Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus paulensis,
Xiphopenaeus kroyeri e Rimapenaeus constrictus), demonstrando
seu potencial de transferabilidade e de uso em estudos genético-

populacionais de outras espécies de peneideos.

A andlise das duas familias de referéncia, G1 e G2, utilizando os 10
locos microssatélites caracterizados neste trabalho, evidenciou
polimorfismo em sete locos, o0s quais possibilitaram avaliar a
estrutura genética destas popula¢bes. Tais locos poderdo também
ser utilizados, juntamente com outros marcadores, na saturacao do
mapa genetico de L. vannamei que vem sendo estabelecido a partir

da analise dessas familias.

Os valores de diversidade e distancia genética estimados para as
familias G1 e G2 indicam que a estratégia para formacdo dessas
familias pode ter um efeito benéfico sobre a estrutura genética
destas, as quais evidenciaram niveis de diversidade genética
satisfatérios e relativa distancia genética a despeito de ambas

possuirem um dos parentais de origem comum.
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