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“O pessimista reclama do vento, o otimista
espera que ele mude, o realista ajusta as velas.”

(Provérbio chinés)

“A persisténcia é o caminho do éxito.”

Charles Chaplin
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo geral realizar a anotacdo gendmica de sequéncias expressas (ESTs)
de Litopenaeus vannamei, disponiveis no banco de dados do Projeto ShEST e avaliar o polimorfismo de
marcas SSR e SNP mineradas. Esses marcadores estavam localizados na cadeia principal de genes de
proteinas com funcao relacionada a tracos de desempenho e foram validados em familias de camardes SPF
(Specific Pathogen Free) submetidas a selecdo para rapido crescimento e sobrevivéncia. Adicionalmente aos
locos SSR-EST e SNP-EST, obtidos por sequenciamento Sanger, anadlises de Sequenciamento de Préxima
Geragdo (NGS) foram incluidas na proposta inicial de trabalho com o objetivo de ampliar o conjunto de SNPs
disponiveis e verificar a expressao génica diferencial. A montagem de novo das ESTs foi realizada e produziu
um conjunto de 2.984 unigenes com produtos proteicos para 41% destes, sendo identificados 1.983 SSRs e
3.472 SNPs. Dentre os locos com produto génico identificado, 231 eram enzimas com 127 EC numbers Unicos
inseridos em 94 vias metabdlicas do KEGG. A validacdo dos locos SSR-EST e SNP-EST mostrou que os locos
das proteinas 60S ribossomal (SSR-EST) e crustacianina (SNP-EST) apresentaram-se polimérficos nos animais
amostrados da Genearch. Andlises estatisticas foram conduzidas para verificacdo da existéncia de uma
possivel associacdo entre os gendtipos e os fendtipos de peso analisados, embora ndo tenha sido observada
associagdao. Além disso, testes de amplificagdao heterdloga foram realizados em sete espécies de camardes
marinhos e duas de agua doce, demonstrando sucesso na transferabilidade para estas espécies. A
abordagem de RNA-seq foi incluida no presente trabalho com o propdsito de ampliar o nimero de SNPs
detectados em genes candidatos com fungdo relacionada a tragos de desempenho e identificar genes
diferentemente expressos (DE) em animais sob condi¢cdes experimentais. Foi realizada a montagem de novo
de um segundo transcriptoma, dos tecidos musculo e hepatopancreas de individuos de L. vannamei (i)
avaliados para rapido crescimento e sobrevivéncia e (ii) expostos ao virus da Sindrome da Mancha Branca ou
White Spot Syndrome Virus (WSSV). Foram gerados 63.105 transcritos, com tamanho médio de 2.511 pb e
N50 de 3.464 pb. Foram identificados mais de 15.500 SNPs (frequéncia > 50%). Também foi realizada a
anotacdo funcional nas bases do SwissProt, Gene Ontology (GO) e KEGG. Analises de expressdo diferencial
génica foram realizadas nas amostras dos animais avaliados para crescimento e resposta a infec¢do pelo
WSSV. Os dados gerados demonstraram diferencas no perfil de expressdo entre os genes (i) de animais de
alto e baixo crescimento, (ii) do hepatopancreas e musculo e (iii) dos animais ndo-infectados (saudaveis) e
infectados (doentes) pelo WSSV, considerando-se o efeito do tecido. Foram identificados 207 genes DE para

crescimento, 5.816 para a comparagdo entre os tecidos e 1.017 para os animais doentes e sauddveis.

Palavras-chave: ESTs, Polimorfismos, Transcriptomas, RNA-seq, Genes Diferencialmente Expressos (DE).



Abstract

The present work had as general objective to perform the genomic annotation of Expressed Sequences
(ESTs) of Litopenaeus vannamei shrimp, available in the database of Project ShEST and to evaluate the
polymorphism of mined SSR and SNP tags. These markers were located in the main chain of protein genes
with function related to performance traits and were validated in SPF (Specific Pathogen Free) shrimp
families submitted to selection for rapid growth and survival. In addition to the EST-SSR and EST-SNP loci,
obtained by Sanger sequencing, Next Generation Sequencing (NGS) analyzes were included in the initial
proposal of work with the objective of expanding the set of SNPs available and verifying the differential gene
expression. The new assembly of ESTs was performed and produced a set of 2.984 unigenes with protein
products for 41% of them, with 1.983 SSRs and 3.472 SNPs being identified. Among the loci with gene
product identified, 231 were enzymes with 127 unique EC numbers inserted in 94 KEGG metabolic pathways.
Loci validation showed that the loci of the 60S ribosomal (SSR-EST) and crustacyanin (SNP-EST) proteins were
polymorphic in the animals sampled from Genearch. Statistical analyzes were conducted to verify the
existence of a possible association between the genotypes and the analyzed weight phenotypes, although
no association was observed. In addition, cross-species amplification tests were performed on seven species
of marine and two freshwater prawns, demonstrating successful transferability for these species. The RNA-
seq approach was included in the present work with the purpose of increasing the number of SNPs detected
in candidate genes with performance-related function and identifying differentially expressed (DE) genes in
animals under experimental conditions. A second transcriptome was assembled from the muscle and
hepatopancreas tissues of L. vannamei individuals (i) evaluated for rapid growth and survival and (ii) exposed
to the White Spot Syndrome Virus (WSSV). A total of 63.105 transcripts were generated, with an average
size of 2.511 bp and N50 of 3.464 bp. More than 15.500 SNPs were identified (frequency > 50%). Functional
annotation was also performed on the bases of SwissProt, Gene Ontology (GO) and KEGG. Differential gene
expression analyzes were performed on the animal samples evaluated for growth and response to WSSV
infection. The data generated showed differences in the expression profile between the genes of (i) high and
low growth animals, (ii) the hepatopancreas and muscle and (iii) the uninfected (healthy) and infected (ill)
animals by WSSV, considering the effect of the tissue. Two-hundred and seven DE genes were identified for

growth, 5.816 for hepatopancreas and muscle and 1.017 for ill and healthy animals.

Keywords: ESTs, Polymorphisms, Transcriptomes, RNA-seq, Differentially Expressed (DE) Genes.



1. Introdugao do Problema

A espécie Litopenaeus vannamei (Figura 1) trata-se de um camardo peneideo classificado
taxonomicamente da seguinte forma:
Filo Arthopoda

Sub-filo Crustacea

Classe Malacostraca
Ordem Decapoda
Familia Penaeidae
Género Litopenaeus

Espécie Litopenaeus vannamei (Boone, 1932)

Figura 1: O camarao Litopenaeus vannamei

Popularmente, L. vannamei é conhecida como camarao branco do Pacifico e representa a
principal espécie de camardao mundialmente comercializada. Sua distribuicdo original vai desde a
costa oriental do oceano Pacifico nas proximidades do México até o Peru (Ma et al., 2009). Apesar
de sua ampla area de ocorréncia a degradacdo dos mares e o aumento do consumo de camardo na

alimentagdao humana, tornaram impossivel o suprimento da demanda mundial através apenas da



pesca. Como alternativa a atividade extrativista, tecnologias de manejo foram desenvolvidas para
possibilitar a criacao desta espécie em cativeiro (Perez-Henriquez et al., 2009).

Embora a espécie apresente uma boa adaptacdao ao cativeiro, alguns fatores ambientais
podem frear o seu desempenho. Condi¢Bes estressantes, como altas densidades populacionais,
contatos com patdégenos, dentre outros, podem resultar em crescimento lento e baixa
sobrevivéncia (Jung et al., 2013; Lv et al., 2014), causando prejuizo significativo a carcinicultura
(Chen et al., 2015). Dessa forma, torna-se importante o conhecimento da fisiologia dos tecidos
responsaveis por caracteristicas como crescimento e imunidade em crustaceos, tais como musculo,
hemacitos e hepatopancreas (Baldwin et al., 2009; Jung et al., 2013).

A guantidade de informacado conhecida sobre tracos de desempenho em crustdceos ainda é
limitada, sabendo-se muito pouco sobre o modo de agdo de genes e proteinas determinantes (Lv et
al.,, 2014; Zhang et al., 2014). Neste contexto, marcadores moleculares contidos em regides
expressas do genoma, como os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) e os SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms), podem ser Uteis para acessar a variabilidade genética dos plantéis,
identificar locos relacionados a tracos de interesse e auxiliar no estabelecimento de
programas de monitoramento e melhoramento genético (Perez et al., 2005; lJin et al., 2013).
Adicionalmente, a producdo de transcriptomas através de Sequenciamento de Préxima Geracao
(NGS) de diversos tecidos de animais sob condi¢Ges experimentais, além de analises de expressao
diferencial (Oshlack et al., 2010; McCarthy et al., 2012), podem contribuir para a descricdo de genes
candidatos que possibilitem a selecdo assistida por marcadores em L. vannamei.

A anotacdo funcional de transcritos contendo polimorfismos em diversos bancos de dados
permite a atribuicdo de um significado bioldgico a uma sequéncia de nucleotideos/aminoacidos e
consiste em uma série de blasts (Basic Local Alignment Search Tool) ou alinhamentos diversos que

buscam por similaridades entre as sequéncias estudadas (query) e as depositadas nos bancos de

-4-



dados (BDs) publicos (subject) com a finalidade de elucidar os possiveis produtos génicos. Nesta
abordagem, inumeros bancos de dados s3do acessados, como por exemplo, o SwissProt
(http://www.ebi.ac.uk/uniprot/) (UniProt Consortium, 2014) e o Gene Ontology (GO)
(http://www.geneontology.org/) (Ashburner et al., 2000), fornecendo informagdes sobre o produto
e funcdo génicos, componente celular, processo biolégico e funcdo molecular, baseando-se em
proteinas ja bem estudadas.

Um dos principais BDs acessados é o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) que
é caracterizado por unir informacGes gendmicas as de ordem funcional. A unido destes dois
conjuntos é vista pela forma de networks proteicas ou enzimdaticas que possuem EC numbers
conectando-os. Quando os genes sdo identificados, estes sdo rearranjados de acordo com a
similaridade das sequéncias, os EC numbers sao determinados e as vias metabdlicas sdo construidas
com o auxilio de ferramentas computacionais, correlacionando genes e enzimas (Kanehisa & Goto,
2000). As informacgGes obtidas consistem em uma rica fonte de informacgdo para estudos na espécie

foco e em outras taxonomicamente préximas, nas quais poucos dados genéticos sao conhecidos.

2. Objetivos e Hipoteses de Trabalho
Considerando a problematica apresentada, o presente trabalho teve como objetivo geral
estabelecer um conjunto relevante de informacgdes sobre genes e polimorfismos para a espécie L.

vannamei e para outras espécies de camarao, tendo as seguintes hipdteses de trabalho testadas:

o Hipétese I. RegiGes expressas (EST) do genoma contem polimorfismos de base Unica (SNP) e

de sequéncias simples repetidas (SSR) inseridos na cadeia principal de proteinas.



o Hipétese Il. Polimorfismos nos genes codificadores das proteinas 60S ribossomal, serina
arginina, troponina e crustacianina podem estar associados a caracteristicas de
desempenho nos animais avaliados para crescimento e sobrevivéncia amostrados.

o Hipétese lll. Existe diferenca no perfil de expressao dos genes de individuos de L. vannamei
de familias com baixo e alto crescimento.

o Hipétese IV. Existe diferenca no perfil de expressdo dos genes de individuos de L. vannamei

ndo infectados e infectados pelo virus da Mancha Branca.

Para testar as hipodteses apresentadas, os seguintes objetivos especificos de trabalho
foram estabelecidos:
Em relagdo a mineragao das ESTs:

1. Realizar a anotacdo gendmica nos transcriptomas de L. vannamei analisados para
determinacao dos respectivos produtos génicos, caracterizagdo de EC numbers e respectivas
enzimas e identificacdo das possiveis vias metabdlicas;

2. Identificar locos SSR e SNP presentes em genes de interesse que estejam relacionados a
caracteristicas de desempenho em peneideos;

3. Validar os marcadores contidos nestes genes e verificar uma possivel associacdo entre os
polimorfismos identificados e os fendtipos avaliados em populagdes de L. vannamei
submetidas a programas de sele¢do para crescimento e sobrevivéncia;

4. Avaliar a taxa de transferabilidade dos marcadores validados para L. vannamei em espécies

de camardes marinhos e de agua doce, as quais possuem poucos locos descritos;

Em relagdo ao transcriptoma obtido através de RNA-seq:



5. Auvaliar o transcriptoma de individuos de L. vannamei SPF (i) de alto e baixo desempenho de
crescimento e (ii) infectados e nao infectados pelo virus da Mancha Branca ou White Spot
Syndrome Virus (WSSV);

6. ldentificar polimorfismos (SNP) no transcriptoma construido de L. vannamei;

7. ldentificar genes diferencialmente expressos (DE) entre as condi¢cdes de alto e baixo
crescimento;

8. Identificar genes DE nas comparacdes entre hepatopancreas (Hp) e musculo (Mu) e entre
animais ndo infectados (saudaveis) e infectados (doentes) pelo WSSV, levando-se em

consideracdo o tecido amostrado.

3. Material e Métodos

As amostras biolégicas das familias utilizadas no presente trabalho consistiram de animais
avaliados para rapido crescimento e sobrevivéncia da empresa Genearch, localizada no estado do
Rio Grande do Norte. Os métodos de abertura de novos batches e do programa de selecao

realizados na empresa Genearch estao detalhados abaixo.

3.1. Composi¢dao e Manuteng¢do dos Batches na Genearch

O programa de melhoramento genético da Genearch foi desenvolvido com base no modelo
familiar e se iniciou no ano de 2007, a partir de quatro linhagens de L. vannamei provenientes do
Panama, México, Havai e Florida. Trata-se de animais SPF (Specific Pathogen Free) ou livres de
patégenos especificos. Ao serem importadas para o Brasil, estas linhagens continuaram a ser

mantidas como SPF, em instalacbes de sanidade desenvolvidas especificamente para essa



finalidade, dando origem aos batches iniciais que compuseram a base genética utilizada no
programa de melhoramento desta empresa.

As linhagens SPF importadas dos EUA foram misturadas entre si para compor os diferentes
batches da Genearch. Um batch é formado da desova de 20 casais, um de cada familia. A cada trés
meses um novo batch é aberto, totalizando quatro novos batches por ano. Estes quatro batches
abertos anualmente constituem uma geracdo. Para minimizar a perda de variacdo genética, um
novo batch é aberto a partir do cruzamento entre individuos dos terceiro e quarto batches
anteriores distintos (o batch atual X é originado do cruzamento entre individuos de familias
pertencentes aos batches X-4 e X-3). Por exemplo, o batch 5 foi formado pelo cruzamento de 20

machos e 20 fémeas provenientes dos batches 1 e 2 (Figura 2).

México + Florida +  Haval + Panama

2008 - F1 1 2 4
TS ~_}
2008 - F2 7 N
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2010 - F3 10 11 12
N[ \"14 Iz N 2N
2011 —F4 12 15 16
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17 13 19 ;
2012 - F5 2
™~ / NN Y

Figura 2: Esquema de abertura de novos batches, exemplificando a origem dos animais

reprodutores que fundam os batches consecutivos.



3.2. Selegao das Familias

A escolha dos casais para a formagdao de cada familia é feita com base em critérios de
selecdo para sobrevivéncia e crescimento. Esta sele¢do inclui a avaliagdo das 40 familias
pertencentes aos dois batches que serdo utilizados para abertura de um novo. Cada familia é
composta pela desova de um unico casal, constituindo-se, portanto, em uma linhagem de irmaos
completos. A desova ocorre em tanques individuais, sendo montadas tréplicas de cada uma das
desovas. Os individuos de uma mesma familia sdo marcados com combinacdes de cores de
elastomeros diferentes para haver um controle da origem dos mesmos. A selecdo foi realizada de
modo distinto, sendo primeiramente entre as familias, nos periodos de pré-engorda e engorda, e

dentro dos animais da mesma familia, na etapa de maturagdo (Figura 3).

- Selegao Pré-Engorda (Interfamiliar)

A selecdao na pré-engorda incluiu avaliagdes de performance para taxa de sobrevivéncia e
crescimento realizadas durante o desenvolvimento dos estagios de nduplio a juvenil. Os animais de
alto e baixo crescimento utilizados na construgdo das bibliotecas de cDNA empregadas no RNA-seq
foram originados dessa etapa. Cada familia foi mantida em triplicata para minimizac¢ao do efeito do
meio, sendo que as mensurac¢des foram realizadas nos 60 grupos do mesmo batch, os quais foram
avaliados nas respectivas fases:

o Fase 1: cerca de 6 mil nduplios foram avaliados até atingirem a fase de PL3 (pds-larvas com 3
dias);
o Fase 2: cerca de 2 mil PL4 (pds-larvas com 4 dias) foram avaliadas até atingirem a fase de PL20;

o Fase 3: cerca de mil individuos juvenis (pds PL20, camardes com 2 gramas) foram avaliados.



Essas trés fases duraram cerca de dois meses e durante todo o processo de sele¢do da pré-
engorda foram realizadas analises quantitativas para estabelecimento das melhores familias.
Dentre as familias avaliadas nesta primeira etapa de sele¢do, foram escolhidas as 12 que
apresentaram as melhores taxas médias de sobrevivéncia e crescimento. Posteriormente a esta
selegao, as tréplicas de cada familia selecionada foram reunidas em uma sé. Tem inicio a fase de
engorda, a qual incluiu a analise interfamiliar das 12 linhagens formadas, agora, sem suas

respectivas tréplicas.

- Selegdo Engorda (InterFamiliar)
A partir das mensuracGes realizadas nas 12 familias escolhidas, as sete melhores foram
selecionadas com base na andlise de critérios quantitativos das performances médias de cada uma

delas.

- Selegao Maturagao (Intrafamiliar)

Apds a escolha das sete melhores familias foi realizada a sele¢do intrafamiliar a partir de
mensuragdes individuais para crescimento nos animais com cerca de trés meses e meio de
idade. Os camardes foram separados por sexo e classificados de acordo com critérios de corte
estabelecidos para ganho de peso e taxa de crescimento dentro de cada familia. Os pesos de
corte foram calculados pela empresa através de modelos mistos e métodos de componentes de
variancia com base na estrutura dos pedigrees das familias (Best Linear Unbiased Prediction -

BLUP). Estes parametros definiram trés classes, sendo elas:
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o0 Classe Descarte - Nao Reprodutores: Composta por animais que s3ao descartados por
apresentarem peso muito abaixo da média de corte e caracteristicas morfolégicas indesejaveis,
como cuticula mole. Constitui cerca de 70% dos animais de uma familia.

o Classe Nao Speed — Reprodutores que seguirdo para a empresa Aquatec: Composta por
camardes com peso médio baseado no valor de corte. Constitui cerca de 26% dos animais de uma
familia. Os animais utilizados na validacdo dos SSRs e SNPs e testes de associacdo neste trabalho
foram amostrados nessa etapa.

o Classe Speed — Reprodutores Superiores (Genearch): Composta por camardes com peso superior

ao valor de corte. Constitui cerca de 4% dos animais de uma familia.

Batch
20 famililas

5 8 familias descartadas
Pré-engorda
Selegdo inter familiar

12 familiascom as melhores taxas de crescimento e sobrevivéncia

Engorda

seleco inter familiar s 5 familias descartadas

7 familiascom as melhores taxas de crescimento e sobrevivéncia

Seleg¢do intra familiar

Reprodutores

Figura 3: Sistema de selecdo aplicado na Genearch nas fases de pré-engorda, engorda e maturacao.

Dentro de cada uma das sete familias de melhor desempenho, os animais com pesos acima
da média de corte foram selecionados para comporem os plantéis de reprodutores superiores

utilizados na abertura dos novos batches da Genearch. Nesta etapa de maturacdao, foram
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selecionados também os individuos com pesos dentro da média de corte. Estes animais sdao os
reprodutores comerciais da Genearch. Eles sao fornecidos a empresa de larvicultura Aquatec como
reprodutores SPFs para produzirem as larvas comerciais que abastecerdo as inumeras fazendas de
engorda para produgdo comercial brasileira de camardes desta espécie. Os animais expostos ao
Virus da Mancha Branca utilizados no experimento de RNA-seq deste trabalho foram originados dos
reprodutores comerciais da Genearch que foram para a Aquatec. Esses animais integraram a
linhagem e SpeedLine SPF. Nessa uUltima empresa, as p6s-larvas produzidas por esses reprodutores
foram compradas por uma fazenda de engorda com alta incidéncia da doenca.

Na Aquatec, além dos animais fornecidos pela Genearch hd outras linhagens geneticamente
melhoradas que juntamente com a linha da Genearch sao utilizadas para formar as pds-larvas
comerciais. Os camardes pertencem a linhagem SpeedLine BR (BRA) e SpeedLine SPF (SPFA). A
linhagem BRA é formada por animais que passaram por um processo de sele¢cdo familiar iniciado
em 1999 e finalizado em 2005, quando a sele¢ao na Aquatec passou a ser individual. Ja a linhagem
SPFA é composta por animais provenientes de diferentes familias da Genearch, composta por
animais SPF selecionados para altas taxas de crescimento.

Detalhes sobre as metodologias utilizadas para coleta do material bioldgico e
procedimentos realizados para a producao e analise dos dados moleculares encontram-se descritos

nos respectivos capitulos que compdem esta tese.

4. Resultados e Discussao
Os principais resultados obtidos neste trabalho sdo apresentados e discutidos em capitulos
organizados sob a forma de manuscritos cientificos que foram publicados, submetidos ou

encontram-se em vias de submissao a publicacdo.
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Capitulo 1

RNA-seq as a powerful tool for penaeid shrimp genetic progress (Publicado)
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The sequences of all different RNA transcripts present in a cell or tissue that are
related to the gene expression and its functional control represent what it is called a
transcriptome. The transcripts vary between cells, tissues, ontogenetic and environmental
conditions, and the knowledge that can be gained through them is of a solid relevance for
genetic applications in aquaculture. Some of the techniques used in transcriptome studies,
such as microarrays, are being replaced for next-generation sequencing approaches. RNA-
seq emerges as a new possibility for the transcriptome complexity analysis as well as
for the candidate genes and polymorphisms identification of penaeid species. Thus, it
may also help to understand the determination of complex traits mechanisms and genetic
improvement of stocks. In this review, it is first introduced an overview of transcriptome
analysis by RNA-seq, followed by a discussion of how this approach may be applied in
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INTRODUCTION
The term RNA-seq has been used to make reference to a transcrip-
tome produced by methods of next generation sequencing (NGS),
which ensure a good coverage of transcripts detection, due to the
sequencing of millions of reads ranging from 25 to 300 bp, depend-
ing on the platform used (Wang etal., 2009; Oshlack etal., 2010).
The full set of transcripts in a cell is known as transcriptome. They
involve all types of ribonucleic acids (RNAs), including the protein
coding messenger ribonucleic acid (mRNA) and the non-coding
ribonucleic acid (ncRNA) such as ribosomal RNAs (rRNA), trans-
fer RNAs (tRNA), and the small nuclear RNAs (snRNA). These
RNAs may be differentially expressed according to the tissue,
the stage of development and the physiological condition being
accessed (Wang et al., 2009; Anders and Huber, 2010).
Transcriptome studies have been widely conducted in order
to identify new genes, prospect simple sequence repeats (SSR)
and single nucleotide polymorphisms (SNP) markers and to ana-
lyze differentially expressed genes. Such approaches have been
helping to understand different mechanisms related to cellular
control and describe important metabolic pathways, what enables
a better understanding of the genotype—phenotype relationship
(Marguerat and Béhler, 2010; Khatri et al., 2012; Qian et al., 2014).
Small and large scale transcriptome analyses and differential
expression studies, such as Expressed Sequence Tags (ESTs) and
microarrays, have been carried out in some penaeid shrimp species
(Rojtinnakorn etal., 2002; La Vega etal., 2007; James et al., 2010;
Brady etal.,, 2013). However, RNA-seq approaches are still incip-
ient in shrimp (Table 1; Li etal., 2012, 2013; Guo etal., 2013;
Sookruksawong etal., 2013; Xue etal., 2013; Zeng etal., 2013;
Baranski etal., 2014; Yu et al., 2014). Therefore, the method herein
has emerged as a new possibility for the transcriptome complexity

genetic progress within penaeid stocks.

Keywords: differential expression analysis, differential phenotype, high-throughput transcriptome, penaeidae

analyses in face of varied production and/or experimental con-
ditions. Consequently, such approach aims to develop genetically
improved strains, focusing mainly on the resistance factor.

In order to obtain a transcriptome via RNA-seq, some steps
should be followed: (i) selection of tissue of interest and isolation
of RNA molecules; (ii) construction of cDNA libraries; (iii) uti-
lization of a NGS platform; and (iv) the reads analysis in order
to establish unigenes and the transcriptome assemble through
bioinformatics tools.

The tissue choice should be based on the study aim and/or
the genes nature to be analyzed. As a parallel, a transcriptome
consists in taking a photograph from a specific time in a cell,
highlighting only the condition at that short period of time. In
this manner, tissue selection and the suitable time to perform
a transcriptome requires preparation, otherwise the experiment
as a whole may be biased (Wang etal., 2009). Libraries estab-
lishment is crucial for the final result in face of the many
laboratorial procedures that are conducted, leading to some
biases in the obtained results (Wang etal., 2009). Bioinformat-
ics analysis is also an important step and includes the use of
computational tools that guarantee the processing of large vol-
umes of data generated by next-gen (Gavery and Roberts, 2012;
Guo etal., 2013).

Within this review, it is presented a brief overview of the
RNA-seq method, including its main advantages and limitations.
Following that, it will be discussed how such technique may be
applied to obtain genetic progress in penaeid shrimp farming.

RNA-seq: ADVANTAGES AND LIMITATIONS
The transcriptome assembly may be based on a reference genome
available (Wang et al., 2009), which allows to quickly locate similar
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Table 1 | Summary of studies on penaeid shrimp using the RNA-seq approach.

Reference/species NGS platform Application

Annotation of genomic information

Baranski etal. (2014)/Penaeus monodon [llumina SNPs and microsatellite prospecting 136,223 contigs; 473,620 SNPs
Li etal. (2013)/Fenneropenaeus chinensis  lllumina Immune response to WSSV 46,676 unigenes; 805 differentially expressed
genes
Yu etal. (2014)/Litopenaeus vannamei lllumina SNPs prospecting 96,040 SNPs
Guo etal. (2013)/L. vannamei [llumina Stress; immune response; 42,336 unigenes; 2,445 differentially expressed
apoptosis genes
Sookruksawong etal. (2013)/L. vannamei  lllumina Immune response to TSV 61,937 contigs; 1,374 differentially expressed
contigs
Zeng etal. (2013)/L. vannamei 454 Immune response to TSV, 15,004 unigenes; 770 microsatellites; 1,311
microsatellites prospecting differentially expressed genes
Xue etal. (2013)/L. vannamei lllumina Immune response to WSSV 52,073 unigenes; 1,179 differentially expressed
genes
Li etal. (2012)/L. vannamei lllumina Genomic annotation 109,169 unigenes

regions using local alignment algorithms and presents higher reli-
ability due to the large volume of small sized reads coming from
alternative splicing. It equally provides a more even coverage of
the genome (Anders and Huber, 2010; Qian etal., 2014). On the
other hand, even when there is no reference genome available,
de novo transcriptome assembly may be carried out using specific
algorithms, which stands as a solid advantage for some species that
have not been widely studied yet (Howe etal., 2013; O’Neil and
Emrich, 2013).

When performing transcriptome via RNA-seq, a high coverage
is obtained, which allows the discovery of new genes and poly-
morphisms (Marguerat and Bahler, 2010; Yu etal., 2014). Li et al.
(2012) evaluated the abundance and coverage of transcriptomes
obtained by RNA-seq in Litopenaeus vannamei. By comparing such
data to the ESTs available on GenBank, it was found that only
14.2% (15,519 out of 109,169) of unigenes obtained by RNA-seq
were also found in the EST libraries, generating a lot of new infor-
mative data. In addition to that, the wide coverage associated with
high resolution provided by this technique ensured high accuracy
in SNP discovery in coding genes (Yu etal., 2014).

That taken, RNA-seq allows the detection of variations in a sin-
gle nucleotide, enabling the detection of the expression of protein
isoforms and their respective allelic variants, characterizing SNPs
(Baranski etal., 2014; Yu etal., 2014). Polymorphic microsatellites
or SSRs have equally been identified through RNA-seq analysis
(Mohd-Shamsudin etal., 2013; Zeng etal., 2013; Baranski etal.,
2014). On those cases, though, a wider coverage of the reference
genome is suggested (Qian et al., 2014) once the presence of highly
repetitive regions could stand as a limiting factor by compromising
the transcriptome assembly.

As could be observed, RNA-seq has been considered a solid
method for the large-scale gene expression analysis due to the fact
it does not require prior genome knowledge (Wanget al.,2009) and
enables the detection of isoforms arising from alternative splicing
(Ghosh and Qin, 2010). Even when involving several samples, such
technique is accessible with moderate costs. In this case multiplex

runs containing up to 10 samples per sequencing lane can be per-
formed in some platforms and the costs are no longer a limiting
factor.

Another RNA-seq advantage is its wide dynamic range (ratio
between the minimum and maximum expression level). This
feature makes it suitable for measuring low, medium and high
expression levels of the genes, not requiring very sophisticated
normalization. By contrast, DNA microarrays show reliable results
only for medium expression levels and therefore have a much
smaller dynamic range. Thus, RNA-seq provides much more infor-
mative data, requiring less biological material and lower costs,
becoming this technique popular for measuring gene expression
on a large scale (Sharov etal., 2004; Wang et al., 2009).

RNA-seq APPLICATION WITHIN PENAEID SHRIMP
AQUACULTURE

The use of RNA-seq in species of penaeid shrimp can be focused
on transcriptome characterization, functional annotation, gene
expression profiles analysis, and gene-associated markers iden-
tification. In this section, the emphasis is given to the analysis of
differential expression, identification of molecular markers, and its
potential to promote genetic gain and development of improved
penaeid strains. Similar studies have allowed the identification
of candidate genes or quantitative trait loci (QTLs), which could
be related to traits of interest for aquaculture, such as reproduc-
tion, sex determination, growth, immunity, and tolerance against
environmental stress. Data involving pathways are also relevant
in order to obtain more details about the interaction mecha-
nism between the expressed products and their importance and
applicability.

IDENTIFYING CANDIDATE GENES THROUGH DIFFERENTIAL
EXPRESSION ANALYSIS

Although the applicability of RNA-seq in transcriptome and dif-
ferential expression in aquatic organisms have increased in the
past 3 years, the results found in literature and in the Sequence
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Read Archive Database of the National Center for Biotechnol-
ogy Information (SRA-NCBI) indicate that such approach still
is incipient for penaeid shrimp. SRA databank, per instance,
presents only 28 deposits of data generated by NGS in what regards
the species L. vannamei, L. stylirostris, and Penaeus monodon
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=penaeidae). In litera-
ture, it has been found next-gen data only for P. monodon (Baranski
etal., 2014) Fenneropenaeus chinensis (Li etal., 2013) and L. van-
namei (Li etal., 2012; Guo etal., 2013; Sookruksawong et al., 2013;
Xue etal., 2013; Zeng etal., 2013; Yu etal., 2014). Mostly, the
research in this field has been covering the identification of genes
connected to immunity, mainly concerning the white spot syn-
drome virus (WSSV) and the taura syndrome virus (TSV; Li et al.,
2013; Sookruksawong et al.,2013; Xue et al.,2013; Zeng et al., 2013;
Baranskietal.,2014). Both syndromes have caused great economic
losses for the shrimp industry throughout the past few decades.

Despite the fact that crustaceans do not own an immune sys-
tem, some candidate genes have been obtained from hemolymph
and hepatopancreas tissues. It is clearly seen in some differen-
tial expression studies concerning L. vannamei species, which
represents the biggest portion of the marine shrimp worldwide
production (Gucic etal,, 2013). Among the main genes stud-
ied, it is possible to find those related to toll-like and signalizing
receptors, apoptosis, Vibrio cholerae infection and other immune
proteins (e.g., phagosome, hemocyanin, crustacyanin, antiviral),
antioxidant enzymes (the peroxidases and glutathione ones), and
lectins (Figure 1; Li et al., 2012, 2013; Sookruksawong et al., 2013;
Xue etal., 2013; Zeng etal., 2013; Baranski etal., 2014; Yu etal,,
2014).

Data related to toll-like and lectin proteins demonstrate that
those may act as signaling molecules, what causes the increase
of peptides expression responsible for controlling the immune
response (Wang etal., 2014). On the other hand, genes associated
with apoptosis may indicate an attempt to prevent proliferation of
viruses and possible damages to genetic material, through death of
infected cells. Specifically in what regards large number of proteins
related to infection by V. cholerae response is due to the recurring
presence of this group of bacteria within shrimp farming tanks
(Banerjee etal., 2012).

Information regarding the main metabolic pathways and the
quantity of most frequent genes in each pathway were also col-
lected, as part of the data obtained via functional annotation
for RNA-seq. In penaeid, the most commonly described path-
ways were those involving the general metabolism, spliceosome,
RNA transport, V. cholerae infection, phagosome and the antiox-
idant ones, which include peroxidase enzymes (Li etal., 2012,
2013; Sookruksawong etal., 2013; Xue etal., 2013; Zeng etal.,
2013; Yu etal.,, 2014). Spliceosome and RNA transport path-
way supposedly act in new transcripts formation, providing
genetic variants that may contribute to resistance (Yang etal.,
2007).

Regarding Gene Ontology (GO) categories, all studies in
penaeid have mainly reported the same data. Considering the bio-
logical processes, per instance, the most frequent were metabolism
and biological regulation. In what regards cellular components,
genes are mostly expressed at the cell and some unspecific
organelles. Finally, concerning the molecular function, the most

common ones were catabolic activity and binding (Li etal,
2012, 2013; Sookruksawong etal., 2013; Xue etal., 2013; Zeng
etal., 2013; Baranski etal., 2014; Yu etal., 2014). Overall results
such as these were expected, since the penaeid species previ-
ously mentioned herein have too little information about their
genomes available. In the case of L. vannamei, only approx-
imately 12,000 gene products were described, which may be
useful in a comparative approach concerning a de novo assem-
bly (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=Litopenaeus+
vannamei).

IDENTIFYING GENE ASSOCIATED MARKERS

In what regards RNA-seq technology, it has also been proving to be
an extremely useful tool for identifying SNPs, which may be also
used to develop high density SNPs chips for studies concerning
the genome wide association (GWAS) and to build high density
linkage maps (Baranski etal., 2014; Yu etal., 2014). Furthermore,
SNPs can be used as markers in order to distinguish allelic tran-
scripts whilst studying the allele-specific expression (Bell and Beck,
2009).

In a recent study, Yu etal. (2014) prospected SNPs in L.
vannamei. A total of 58,717 unigenes and 36,277 high quality
SNPs were predicted by transcriptomes “M” (produced by the
authors themselves) and “P” (downloaded from SRA database,
session number SRR346404, which was published by Li etal,
2012), respectively. Those SNPs were spread out among 25,071
unigenes and allocated to 254 pathways at the KEGG (Kyoto Ency-
clopedia of Genes and Genomes) database. The main pathways
containing high number of SNPs were metabolic pathways, amoe-
biasis, V. clolerae infection, RNA transport, and actin cytoskeleton
regulation.

Baranski etal. (2014) used the approach to build a high den-
sity linkage map in P. monodon. A total of 6,000 out of 473,620
SNPs/indels putative were genotyped by using the Illumina iSe-
lectCerca genotyping matrix. Out of those SNPs, 3,959 were
mapped in 44 linking groups and out of those 2,340 were func-
tionally annotated according to the GO database (see dataset S5
and S6 from Baranski etal., 2014). According to the authors, these
polymorphisms may be causal or closely related to other muta-
tions that affect important traits, such as resistance to diseases and
reproductive performance.

The identification and functional annotation of SNPs identi-
fied by Baranski etal. (2014) and Yu etal. (2014) studies represent
a useful resource to comprehend mechanisms determining com-
plex traits and, consequently, to develop programs aiming the
geneticimprovement of these characters in penaeid shrimp strains.
That taken, those SNPs can be applied both in marker assisted
selection (MAS), using SNPs closely associated with QTL, and in
genomic selection, through complete set of identified SNPs. That
increases the rate of genetic gain per generation in traits of great
interest to the shrimp industry, such as growth and resistance to
disease.

FINAL CONSIDERATIONS

One of the possible challenges that arise within genetic gain
is the development of penaeid strains that may simultaneously
present high growth development and pathogens resistance.
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FIGURE 1 | Compilation based on the immune genes in Supplementary
Material available online from seven studies. Details from the study and
the respective files are as follow: Li etal. (2012; Tables S5, S6 and S7), Li etal.
(2013; Tables S3 and S6), Sookruksawong etal. (2013; Tables S5 and S6), Zeng

Pathways

etal. (2013; Tables S4 and S5), Xue etal. (2013; Table S1), Baranski etal. (2014;
Tables S5 and S6), and Yu etal. (2014; File 1). The most frequent genes found
are in gray and the main pathways in which these genes are distributed can
be seen in black.

Genetic correlation studies have shown that there is a negative
phenotypic correlation between the resistance to diseases and
the weight gained by the animals (Argue etal., 2002; Gitterle
etal., 2005; Cock etal., 2009). Cock etal. (2009), reinforce the
fact specimen potentially resistant to WSSV also present low
reproduction efficiency. Such remarks suggest that genes with
pleiotropic effects may be responsible for the trade-off observed
between these traits in penaeid shrimp. From this perspec-
tive, the RNA-seq technique can be used for discovering such
genes, since the overlapping of differentially expressed genes
in both strains resistant to pathogens and in large weight gain
strains can also be verified. Therefore, up-regulated or down-
regulated genes expressed in these two strains could indicate a
possible pleiotropic effect. Besides, mRNA studies allied with
RNA-seq method could also be used for micro RNAs (miRNA)
analyses. This approach was applied in aquaculture species,
such as freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii (Tan etal.,
2013), and tilapia (Huang etal., 2012). As a result, it has been
shown that miRNAs are critical regulators of generalized cel-
lular functions such as differentiation, proliferation, and cell
growth.

Another challenge within aquaculture is the difficulty in achiev-
ing sexual maturity and spawning of penaeid species (except
for L. vannamei), under the farming conditions (Lo etal., 2007;
Brady etal, 2013). As an attempt to overcome such prob-
lem, ablation of the eyestalk has been conducted for many
years. Nevertheless, such practice is associated to high mor-
tality rates, and low spawning and survival rates (Huberman,
2000). Considering this, the transcriptome analysis obtained
from reproductive organs of native and captive specimens of
penaeid shrimp via RNA-seq may significantly contribute to the

identification of the underlying causes of reproductive dysfunc-
tion observed in farmed animals. Furthermore, the discovery of
genes involved in gonadal maturation and reproductive perfor-
mance may assist in gametogenesis, handling studies involving
these species.

Finally, transcriptome and differential expression analysis
by RNA-seq may be a powerful approach to optimize the
penaeid diet composition (nutrigenomics), especially for those
species that do not count on a specific availability of diet. The
approach may be used to identify specific changes in molec-
ular level (Chavez-Calvillo etal., 2010), which in turn also
cause metabolic and physiological changes in shrimp treated
with different diets (e.g., levels of crude protein, levels of plant
protein inclusion and of antioxidants, vitamins, and polyunsatu-
rated fatty acids). Thus, nutrigenomics can be used to produce
healthy animals and safe and high quality products for the
consumer, emerging as a promising area of research for sustain-
ability and profitability in aquaculture (Cerda and Manchado,
2013).

Although NGS technologies are showing their efficiency in
works related to gene expression, other methodologies such
as third-generation sequencing, also referred to as single-
molecule sequencing (Single-Molecule Real-Time, SMRT), are
being developed, but already showing limitations. More advanced
techniques of sequencing are also on the way, such as “next-
next-generation,” which it is capable of handling millions of
DNA molecules simultaneously, including cDNAs from the
RNAs.

Considering the many technologies that are already avail-
able or emerging, researchers can only venture in this world of
possible and promising technologies. Various research groups
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should seek to unite efforts in order to overcome the diffi-
cult and challenging task of applying the enormous potential of
these new methods to advance and progress in penaeid shrimp
aquaculture.
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Manuscrito 1 - MINERAGAO DE GENES, SSRs E SNPs LOCALIZADOS NA CADEIA PRINCIPAL DE

GENES DO TRANSCRIPTOMA DO CAMARAO MARINHO LITOPENAEUS VANNAMEI

Resumo

Para a caracterizacdo de marcadores moleculares em regides codificadoras e identificacdo de genes
candidatos potencialmente Uteis para aplicacdo em estudos genéticos de Litopenaeus vannamei
foram realizadas andlises no transcriptoma desta importante espécie marinha. Sequéncias de
mRNA de diferentes tecidos e estadios larvais de individuos cultivados de L. vannamei foram
isoladas. Um total de 44.881 ESTs foi sequenciado, o que resultou em 2.984 contigs apds a
montagem de novo. A anotag¢dao automatica realizada nas bases de dados nr-NCBI, SwissProt,
InterPro e GO mostrou que 1.219 contigs aqui identificados apresentaram alta similaridade com
sequéncias de genes ja estabelecidas para varias espécies, incluindo L. vannamei. Desse total, 248
contigs foram descritos pela primeira vez para L. vannamei, de acordo com o banco de dados TSA
(Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database). As andlises de mineracdo de dados
identificaram 1.983 SSR e 3.472 SNP. Um total de 83 contigs contendo SSR e 299 contendo SNP foi
identificado dentro de regides codificadoras para proteinas conhecidas. Estes dados estdo agora

disponiveis em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa.

Palavras-chave: L. vannamei, Regido codificadora, microssatélites, Polimorfismos de Base Unica.
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Abstract

Litopenaeus vannamei marine shrimp transcriptome in silico analyses was performed to
characterize genes, SSR and SNP within coding regions and identify candidate loci potentially useful
for application in genetic studies of this important marine species. mMRNA sequences were isolated
from different tissues and larval stages of cultured L. vannamei specimens. A total of 44.881 EST
were sequenced, which resulted in 2.984 contigs after de novo assemble. Automatic annotation
performed in nr-NCBI, SwissProt, InterPro and GO databases showed that 1.219 contigs identified
herein presented high similarity to gene sequences already established for several species,
including L. vannamei. Out of this total, 248 contigs were described for the first time for L.
vannamei, according to TSA (Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database). Data mining
analyses identified 1.983 SSR and 3.472 SNP. A total of 83 contigs containing SSR and 299
containing SNP was detected within coding regions for known proteins. These data are now

available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa.

Key words: L. vannamei, Coding region, microsatellites, Single Nucleotide Polymorphisms.
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1. Introduction

The development of transcriptome projects and in silico analysis have been accompanied by
a progressive increase in the description of genes, microsatellites or Simple Sequence Repeats (SSR)
and Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) for several aquatic organisms, including fish (Siemon et
al., 2005), clam (Yu and Li, 2008; Yu et al., 2009, Li et al., 2010), crab (Jiang et al., 2008) and shrimp
(Wang et al., 2005; Zhao and Li, 2007; Santos et al., 2012). SSR and SNP markers within interest
genes may be applicable for construction of genetic maps (Jones et al., 2013; Baranski et al., 2014),
identification of QTL (Quantitative Trait Loci) (Ma et al., 2012) and population polymorphism
studies (Wang et al., 2008; Mohanty et al., 2012), in L. vannamei and taxonomically related species
(Marques et al., 2013).

Litopenaeus vannamei is one of the most important marine shrimp species worldwide
mainly because of its relevance for the aquaculture activity. During the last two decades, genetics
studies in L. vannamei have been developed, aiming the establishment of technologies to manage
their stocks (Ma et al., 2009). Nowadays, there is a relevant amount of transcriptome data available
at public databases for this species (Li et al., 2012; Ghaffari et al., 2014). However, the majority of
these data shows no information related to the presence of molecular markers, such as SNP and
SSR.

In the present work, a transcriptome from the Pacific white shrimp L. vannamei were
established and data mining analyses were performed for characterization of gene products and
non-redundant SSR and SNP markers within coding regions. This information may be used for

future genetic studies in L. vannamei and also in other taxonomically related shrimp species.
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2. Material and Methods
2.1. cDNA libraries and sequencing

cDNA libraries of muscle (MC), ocular peduncle (OP) and hepatopancreas (HP) from captive
adults, hatched larvae in nauplius (NP) and mysis (MY) stages, and eggs (EG) obtained immediately
after spawning were separately constructed. Total RNA from each tissue sample was isolated using
Trizol reagent (Life Technologies) and the mRNA was purified using PolyATtract mRNA Isolation
System Il kit (Promega). cDNA libraries were constructed using the Smart PCR cDNA Synthesis kit
(Clontech). DYEnamic ™ ET terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare) reagent was used and the

sequencing was carried out on MegaBACE 1000 DNA Analysis System (GE Healthcare).

2.2. Trimming and assembly

UniVec database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/univec/) was used to trim
rDNA and adaptor sequences. The assembly was performed using De novo assembly algorithm,
available at Geneious software (Kearse et al., 2012). Phred base calling algorithm (Ewing et al.,
1998) was implemented and Phred quality values (Q) lower than 20 (low quality) were cut-off from
the analysis, and values higher than 40 were considered as high quality. Only reads with at least

80% of high quality base callings (%Q80) were considered.

2.3. Data mining for SSR and SNP

The contigs were submitted to search SSR in the Geneious software using the Phobos
algorithm (Mayer, 2008). The analysis was performed considering total consensus and the
established search parameters: imperfect search, repeat unit length ranging from 2 to 6 bp and

perfection between 40% and 100%. SNP search was performed, considering the variant minimum
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frequency of 20%, minimum e-value equal to 107 and considering the occurrence of

polymorphisms inside and outside the codon domain regions.

2.4. Transcriptome annotation

The contigs were submitted to automatic annotation in nrNCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), cross-referenced to GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), Protein Data Bank (PDB,

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), SwissProt (http://www.uniprot.org/), Protein
Information Resource (PIB, http://pir.georgetown.edu/) and Protein Research Foundation (PRF,
http://www.prf.or.jp/index-e.html), in order to identify their respective gene product. The e-value
cut-off considered was equal tol.0E-> Analyses also included the establishment of GO (Gene
Ontology) terms, annotated up to third level was performed in BLAST2GO (Gotz et al., 2008),
available at http://www.blast2go.com/. Sequence Analysis and Classification Database (InterPro,
http://www.ebi.ac.uk/interpro/) was used to establish the protein family and domain. TSA
(Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa)

search was also performed to verify which sequences are new for L. vannamei species.

3. Results and Discussion
3.1. Transcriptome assembly and annotation

A total of 44.881 unigenes with an N50 length of 641 bp was produced. After trimming,
25.837 remained reads were assembled, resulting in 2.984 contigs. The reads evidencing the best
guality and reliability were distributed along the libraries, as followed: 5.426 (HP), 5.026 (OP), 4.300
(NP), 3.815 (EG), 3.636 (MC), and 3.634 (MY) (Table 1). The number of EST per contigs ranged from

2 to 714 reads (Figure 1).
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Table 1: Assembly summary of EST-transcriptome analyses from L. vannamei.

Number of Reads Before Trimming After Trimming
Total 44.881 25.837
Hepatopancreas (HP) 8.789 5.426
Ocular penduncle (OP) 8.624 5.026
Nauplius (NP) 7.400 4.300
Eggs (EG) 7.285 3.815
Muscle (MC) 6.458 3.636
Mysis (MY) 6.325 3.634
Contigs e 2.984
NSO 641 bp
2500 2243
2000
1Y
[+]
g
£ 1500
=
2]
=]
s 1000
o
o
500 297
o L2 mu
714-700 699-100 99-50 49-20 19-10 6-9 <=

Reads/contig

Figure 1: Reads number observed in contigs assembly.

The automatic annotation process implemented using nrNCBI and BLAST2GO tools
identified gene products for 1.219 (41%) of 2.984 contigs. This percentage is higher when compared
to some of the data available in the literature for shrimp EST annotation, such as 38% for L.
vannamei (O’Leary et al., 2006) and 16.7% for Marsupenaeus japonicus (Yamano and Unuma,

2006). Regarding similarity distribution, the majority of sequences showed values close to 90%. The
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180 10 the cut-off point equal to 1e” (Figure 2). The proteins

e-values ranged from highly reliable le-
family/domain could be identified for 77% of annotated proteins.

The transcriptome annotation data obtained herein showed a high similarity to proteins
previously described for L. vannamei, Penaeus monodon, Daphinia pulex, and others (Figures 3 and
4). Recent analyses of transcriptomes, produced by Next Generation Sequencing (NGS), show also a

high similarity between L. vannamei transcripts and proteins described for a wide variety of

organisms, including D. pulex (Ghaffari et al., 2014).
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Figure 2: Sequence similarity distribution related to similarity (green) and e-value (red) values found

in blastX hits.
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Figure 3: BlastX results from all-hits species distribution.
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Figure 4: Blast results from top-hits species distribution.
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The GO annotation, performed for 1.219 contigs with hits, established biological process,
molecular function and cellular component for 836 contigs. For biological process, the proteins
major participant steps are primary and organic metabolism, followed by cellular metabolism
(Figure 5). Concerning the molecular function, a great variety of roles can be seen, highlighting ion,
protein binding and oxidoreductase activity (Figure 6). For the cellular component, the proteins can
be more frequently expressed at cell parts, non-membrane-bounded organelles, organelles in
general and protein complex (Figure 7). The data found herein are in agreement with O’Leary et al.
(2006), in which the main annotations for biological process, molecular function and cellular

component are metabolism, binding and organelles, respectively.
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Figure 5: Biological processes identified in Gene Ontology (GO) database for the 2.984 contigs

annotated.
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Figure 6: Molecular functions identified in Gene Ontology (GO) database for the 2.984 contigs

annotated.
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Figure 7: Cellular components identified in Gene Ontology (GO) database for the 2.984 contigs

annotated.
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A search in TSA NCBI database showed 2.507 contigs presenting hits. Out of the total
contigs, 248 evidenced no similar sequences to L. vannamei, constituting new transcripts described
for the first time for this species. This Transcriptome Shotgun Assembly project has been deposited
at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession GCVY00000000, BioProject: PRINA77889, Sequence
Read Archive: SRR1952625. The version described in this paper is the first version,
GCVY01000000.1. Previously, close to 70 sequences were deposited at TSA with IDs ranging from

JR494081 to JR494686 (Supplementary Material- Table S1).

3.2. Mining SSR within coding regions

The analysis for mining SSR evidenced 83 contigs presenting at least one SSR on their
composition, amounting 1.983 di- to hexa-nucleotide SSR identified for L. vannamei. From this
total, 1.656 were presented as perfect (83%) and 327 as compound (17%) microsatellites.
Dinucleotide was the most abundant class of microsatellite, corresponding to approximately 72% of
the total non-redundant SSR identified. Trinucleotide sequences were also frequent (18%), while
tetra-, penta- and hexa-nucleotide microsatellites exhibited lower frequencies (7%, 2% and 1%
respectively) (Table 2). The AC/AG dinucleotides were the most observed class. Among the

trinucleotides, motifs containing AAG/ATC presented the highest frequency.

Table 2: Characterization of the identified non-redundant SSR and SNP loci through data mining

analysis performed on transcriptome of L. vannamei.

SSR SNP/Indels
Total 1.983 Total 5.192
Compound 327 Indels 1.720
Perfect 1.656 SNP 3.472
2 bp 1.412 Transitions 1.144
3bp 355 Transversions 2.328
4 bp 135 Di-allelic 3.436
5 bp 50 Tri-allelic 36
6bp 31 Tetra 00
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In shrimp, previous data mining analysis searching for EST-SSR in L. vannamei (Perez et al.,
2005) Fenneropenaeus chinensis (Wang et al., 2005), P. monodon (Maneeruttanarungroj et al.,
2006) and M. japonicus (Zhao et al., 2007) showed different results. As reported by Perez et al.
(2005) a predominance of trinucleotide repeats in the genome of L. vannamei, with motif (ATT)n
being the most observed. On the other hand, in F. chinensis, nearly 64% of the identified EST-SSR
loci were dinucleotides, with (AT)n motif as the most observed. In P. monodon, 40% SSR motif were
trinucleotides and the (ATT)n repeat was dominant, consistent with an earlier data suggesting that
the genome of many crustacean species may be highly AT-rich (Wang et al., 2005). However,
mutation rate and DNA repair mechanism differences among different genomes could explain such
variety of microsatellite motifs observed in the transcriptome of these species (Ellegren, 2004).

The fairly high frequency of trinucleotide microsatellites in expressed regions may be
associated with a smaller perturbation degree that this type of repetition causes in the open
reading frame regions. Indeed, some authors suggest that such repetitions may present a higher
level of polymorphism than any other microsatellite type when in coding regions. In this manner,
the coding amino acid remains the same and the variation found can only affect some protein
properties, such as flexibility and binding affinity (Kashi et al., 2006).

Furthermore, the predominance of few specific types of motifs in transcribed regions may
be related to their gene expression roles. It has been suggested that specific SSR may promote a
quicker adaptive advantage to specific environmental conditions, presenting a certain type of
putative function (Li et al., 2004). In the sugar cane genome, for instance, EST containing (ATT)7
repeats seem to be related to proteins linked to the plant’s resistance (Silva, 2001). In P. monodon,

a (ATC)4(TC)3(TA);s microsatellite polymorphism was related to the WSSV (White Spot Syndrome
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Virus) prevalence, being useful for disease-resistant population identification (Mukherjee and
Mandal, 2009).

Despite of this important aspect, EST-SSR polymorphism studies in penaeids are scarce and
most are limited to describe amplification success rates. In P. monodon, for instance, 82% of tested
EST-SSR showed positive results in PCR (Maneeruttanarungroj et al., 2006). For F. chinensis,
approximately 60% of 30 loci were efficiently amplified [8]. In L. vannamei, 206 EST-SSR loci were
established, with 51% of them producing satisfactory amplification results (Perez et al., 2005). A
similar result was obtained by Santos et al. (2012), for L. vannamei. From a total of 52 EST-SSR loci
tested in PCR, 40% of them were polymorphic with an allelic diversity ranging from two to 20 and
observed heterozygosity up to 86%. Moreover, when the 21 polymorphic loci were used in cross-
species amplifications reactions, all of them showed successful results in at least one of the marine
and freshwater shrimp species tested, demonstrating how this loci may be conserved between
crustacean species, and may be used in the studies of other economical shrimp species (Marques et
al., 2013). Such a high level of transferability among taxonomically related species appears to be a
common feature among shrimp species. Five out of nine F. chinensis EST-SSR loci tested were
successfully amplified in Fenneropenaeus merguiensis, Fenneropenaeus penicillatus, L. vannamei
and L. stylirostris, demonstrating great transferability potential (Wang et al., 2005).

Thereby, regarding EST-SSR loci and their high polymorphisms, cross-species amplification
rates, and their association with putative molecular functions, including disease-resistance, these

loci constitute an important source of genome information of L. vannamei and related species.

3.3. Mining SNP within coding regions
Data mining analysis revealed a great abundance of single nucleotide polymorphisms and

indels (insertion/deletion) in the transcriptome of L. vannamei. One-base polymorphisms were
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identified in 455 (15%) contigs. Close to 5.192 indels/SNPs were characterized, being 1.720 (33%)
indels and 3.472 (67%) SNP. The most representative SNP class was di-allelic, and, although
polymorphism confirmation requires verification after genotyping, all contigs containing SNP were
composed by more than four EST, increasing the data reliability. Among the SNPs, 3.436 (99%) were
di-allelics and 36 (1%) tri-allelics. Such result is expected, considering the frequency for single
nucleotide substitutions at neutral positions around 1 X 10°/nucleotide and the low chance of two
independent nucleotide mutations at the same position, (Brookes, 1999). From the total of di-allelic
SNP, 64% were transitions and 36% transversions. Transitions tend to be more frequent in coding
regions, where the selection pressure is stronger. When a nucleotide is replaced by another one of
the same nature, the chance of this mutation passing through selection increases (Vignal et al.,
2002). Further studies, considering analyses of these polymorphisms may be carry out to
investigate if these loci are under neutral, balanced or directional selection pressure.

The results observed here agree with some of the data found in literature, given that the
transition and transversion rates reported by Yu et al. (2014) were 66.8% and 33.2%, respectively
for L. vannamei transcriptome. The same is observed for the oyster Crassostrea gigas, which 76% of
SNPs found were firstly classified as transitions and 24% as transversions (Wang et al., 2009).

From the total of 445 contigs containing single polymorphisms, 299 showed blastX hits after
manual annotation, consisting in SNP with known coding regions. The description of SNP located in
genes is being highly efficient for polymorphisms characterization (Wang et al., 2005; Marques et
al., 2013), metabolism studies (Guo et al., 2013; Wang et al. 2014) and identification of QTL (Ma et
al., 2012), allowing the development of genetic improvement programs through MAS (Marker
Assisted Selection). These markers may also be applied for differential expression analysis related
to fitness traits (Vignal et al., 2002; Liu and Cordes, 2004; Marti et al., 2010) such as resistance to

some pathogens (Zeng et al., 2008).
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When considering the association between complex traits, such as fitness, SNPs and their
major di-allelic nature, it may be less informative when compared to multi-allelic loci, including SSR.
However, when several SNPs are identified as being related to a trait, the haplotypes may explain
more about the variation seen in phenotype. One-base variants tend to be more common in coding
regions than tandem repeats and are likely responsible for differences observed in phenotypes

(Vignal et al., 2002).

Final considerations

In this study, the data mining evidenced 83 contigs containing SSR and 299 containing SNP.
The data including their respective polymorphisms and gene products are now available at TSA
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa). TSA IDs, e-value and similarity are available
in Supplementary Material (Table A1l and A2). These markers are important tools for studies
investigating the functional role of microsatellite sequences and single polymorphisms in the
development, adaptation and survival of L. vannamei and related species, contributing to the better
understanding of aspects related to structure and evolution of these sequences along the genome
of eukaryotes. Besides, the L. vannamei transcriptome characterization provides potentially useful
data for genetic studies of this important shrimp species and related species, aiding in the
monitoring of genetic variability and studies involving aspects related to the construction of genetic

maps, molecular function, metabolism and gene expression.

Supplementary Material

S1 Table. Contigs (83) containing SSR with gene product elucidated in automatic annotation. (Disponivel no arquivo
anexado)
S2 Table. Contigs (299) containing SNP with gene product elucidated in automatic annotation. (Disponivel no arquivo

anexado)

-29-



References

Baranski M, Gopikrishna G, Robinson N, Katneni VK, Shekhar MS, Shanmugakarthik J et al.. The development of a high
density linkage map for black tiger shrimp (Penaeus monodon) based on cSNPs. PloS One 2014; 9(1): e85413.

Brookes AJ. The essence of SNPs. Gene 1999; 234(2): 177-86.

Duff R, Hoeh WR, Cook D, Weeks SC. Isolation and characterization of 13 polymorphic microsatellite loci from the clam
shrimp Eulimnadia texana (Crustacea: Spinicaudata). Molecular Ecology Notes 2004; 4: 397-399.

Ellegren H. Microsatellites: simple sequences with complex evolution. Nature Reviews Genetics 2004; 5: 435-445.

Ewing B, Hillier L, Wendl MC, Green P. Base-Calling of Automated Sequencer Traces Using Phred. Accuracy Assessment.
1998; 175-185.

Ghaffari N, Sanchez-Flores A, Doan R, Garcia-Orozco KD, Chen PL, Ochoa-Leyva A et al.. Novel transcriptome assembly
and improved annotation of the whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei), a dominant crustacean in global
seafood mariculture. Scientific Reports 2014; 4: 7081.

GOtz S, Garcia-Gémez JM, Terol J, Williams TD, Nagaraj SH, Nueda MJ et al. High-throughput functional annotation and
data mining with the Blast2GO suite. Nucleic Acids Research 2008; 36(10): 3420-35.

Guo H, Xian JA, Li B, Ye CX, Wang AL, Miao YT et al. Gene expression of apoptosis-related genes, stress protein and
antioxidant enzymes in hemocytes of white shrimp Litopenaeus vannamei under nitrite stress. Comparative
Biochemistry ad Physiology. Toxicology & Pharmacology 2013; 157(4):366-71.

Jiang H, Cai YM, Chen LQ, Zhang XW, Hu SN, Wang Q. Functional annotation and analysis of expressed sequence tags
from the hepatopancreas of mitten crab (Eriocheir sinensis). Marine Biotechnology (New York, N.Y.) 2008;
11(3):317-26.

Jones DB, Jerry DR, Khatkar MS, Raadsma HW, Zenger KR. A high-density SNP genetic linkage map for the silver-lipped
pearl oyster, Pinctada maxima: a valuable resource for gene localisation and marker-assisted selection. BMC
Genomics 2013; 14: 810.

Kashi'Y, King DG. Simple sequence repeats as advantageous mutators in evolution. Trends in genetics 2006; 22: 253-9.
Kearse M, Moir R, Wilson A, Stones-Havas S, Cheung M, Sturrock S et al. Geneious Basic: an integrated and
extendable desktop software platform for the organization and analysis of sequence data. Bioinformatics (Oxford,
England) 2012; 28(12):1647-9.

Li C, Weng S, Chen Y, Yu X, Lu L, Zhang H et al. Analysis of Litopenaeus vannamei transcriptome using the next-
generation DNA sequencing technique. PloS One 2012; 7(10): e47442.

Li H, Zhu D, Gao X. Mining single nucleotide polymorphisms from EST data of hard clam Meretrix meretrix. Conservation
Genetics Resources 2010; 2,:69-72.

Li YC, Korol AB, Fahima TN. Microsatellite within genes: structure, function and evolution. Molecular Biology and
Evolution 2004; 21: 991-1007.

Liu Z.J & Cordes JF. DNA marker technologies and their applications in aquaculture genetics. Aquaculture 2004; 238(1-
4), 1-37.

Ma K, Qiu G, Feng J, Li J. Transcriptome analysis of the oriental river prawn, Macrobrachium nipponense using 454

pyrosequencing for discovery of genes and markers. PloS One 2012; 7(6): e39727.

-30-



Maneeruttanarungroj C, Pongsomboon S, Wuthisuthimethavee S, Klinbunga S, Wilson KJ, Swan J et al. Development of
polymorphic expressed sequence tag-derived microsatellites for the extension of the genetic linkage map of the
black tiger shrimp (Penaeus monodon). Animal Genetics 2006; 37:363-368

Marques CG, Santos CA, Galetti PM Jr., Freitas PD. Informative microsatellites for freshwater and marine shrimp
species. International Journal of Biodiversity and Conservation 2013; 5:611-615.

Marti SM, Onteru SK, Du ZQ, Rothschild MF. SNP analyses of the 5HT1R and STAT genes in Pacific white shrimp ,
Litopenaeus vannamei. Spanish Journal of Agricultural Research 2010; 8(1), 53-55.

Mayer C. Phobos, a tandem repeat search tool for complete genomes. 2008.

Mohanty P, Sahoo L, Parida K. Development of polymorphic EST-SSR markers in Macrobrachium rosenbergii by data
mining. Conservation Genetics Resources 2013; 5(1): 133-136.

Mukherjee K, Mandal N. A Microsatellite DNA Marker Developed for Identifying Disease-resistant Population of Giant
Black Tiger Shrimp Penaeus monodon. Journal of The World Aquaculture Society 2009; 40: 274-280.

O’ Leary NA, lii, Robalino J, Peck MET, Mckillen DJ,Gross PS. Analysis of multiple tissue-specific cDNA libraries from the
Pacific whiteleg shrimp, Litopenaeus vannamei. Comparative and General Pharmacology 2006; 46(6): 931-939.
Pérez F, Ortiz J, Zhinaula M, Gonzabay C, Calderdn J, Volckaert FAMJ. Development of EST-SSR markers by Data Mining
in three species of shrimp: Litopenaeus vannamei, Litopenaeus stylirostris and Trachypenaeus birdy. Marine

Biotechnology 2005; 7:554-569.

Santos CA, Rossini BC, Marques CG, Galetti PM, Freitas PD. Characterization and genomic annotation of polymorphic
EST-SSR loci in Litopenaeus vannamei shrimp. Aquaculture Research 2012; 43:1567-1570.

Siemon HNG, Chang A, Brown GD, Koop BF, Davidson WS. Type | microsatellite markers from Atlantic salmon (Salmo
salar) expressed sequence tags. Molecular Ecology Notes 2005; 5:762-766.

Silva JAG. Premiliminary analysis of microsatellite markers derived from sugarcane expressed sequence tags (EST).
Genetics and Molecular Biology 2001; 24:155-159.

Vignal A, Milan D, Sancristobal MAE. A review on SNP and other types of molecular markers and their use in animal
genetics. Genetics, Selection, Evolution 2002; 34:275-305.

Wang H, Li F, Xiang J. Polymorphic EST-SSR markers and their mode of inheritance in Fenneropenaeus chinensis.
Aquaculture 2005; 249:107-114.

Wang J, Qi H, Li L, Que H, Wang D, Zhang G. Discovery and validation of genic single nucleotide polymorphisms in the
Pacific oyster Crassostrea gigas. Molecular Ecology Resources 2014; 123-135.

Wang X, Guo X, Zhang Y, Meng X, Qiu X, Liu S et al. Development of polymorphic EST-derived SSR markers for the
shrimp, Fenneropenaeus chinensis. Conservation Genetics 2008; 10(5):1455-1457.

Wang X, Guo X, Zhang Y, Meng X, Qiu X., Liu S et al. Development of polymorphic EST-derived SSR markers for the
shrimp, Fenneropenaeus chinensis. Conservation Genetics 2009; 1455-1457.

Whankaew S, Tangphatsornruang S, Triwitayakorn K. Development of simple sequence repeat markers from expressed
sequence tags of the black tiger shrimp (Penaeus monodon). Molecular Ecology Resources 2008; 8:1494-1496.

Yamano K & Unuma T. Expressed sequence tags from eyestalk of kuruma prawn, Marsupenaeus japonicus.

Comparative Biochemistry and Physiology - A Molecular and Integrative Physiology 2006; 143(2), 155-161.

-31-



Yu H, Li Q. Exploiting EST Databases for the development and characterization of EST-SSR in the Pacific oyster
(Crassostrea gigas). Journal of Herdability 2008; 1-7.

Yu Y, Wei J, Zhang X, Liu J, Liu C, Li F, Xiang J. SNP discovery in the transcriptome of white Pacific shrimp Litopenaeus
vannamei by next generation sequencing. PloS One 2014; 9(1):e87218.

Yu Z, Wang Y, Fu D. Development of Fifty-one novel EST-SSR loci in the Pacific oyster, Crassostrea gigas by data mining
from the public EST database. Conservation Genetic Resources 2009 doi: 10.1007/s12686-009-9127-3

Zeng D, Chen X, Li Y, Peng M, Ma N, Jiang W et al. Analysis of hsp70 in Litopenaeus vannamei and detection of SNPs.
Journal of Crustacean Biology 2008; 28(4):727-730.

Zhao Y, Li Q. Characterization of expressed sequence tag-derived microsatellites from the kuruma prawn,

Marsupenaeus japonicus. Molecular Ecology Notes 2007; 7: 1248-1250.

-32-



Manuscrito 2 - IDENTIFICAGAO DE UM RICO CONJUNTO DE GENES RELACIONADOS A ESTRESSE E
METABOLISMO DE ENERGIA ATRAVES DA ANALISE DE MARCAS DE SEQUENCIAS EXPRESSAS (EST)

DO CAMARAO LITOPENAEUS VANNAMEI

Resumo

A descoberta de novas funcdes génicas tornou-se crucial para compreender a fisiologia dos
crustaceos e as reacdes no metabolismo causadas por condi¢cdes estressantes adversas. Dessa
forma, os estudos com transcriptoma tornaram-se gradualmente mais eficientes, gerando uma
grande quantidade de dados genéticos para serem processados com rapidez e precisdo. Neste
trabalho, 1.219 contigs de Litopenaeus vannamei, obtidos a partir do sequenciamento de Sanger,
foram submetidos a anotacdo funcional manual para identificacdo de seus produtos génicos e
identificacao de vias metabdlicas do KEGG. Entre estes, 293 sdo enzimas, reunindo 541 EC numbers,
com 127 dunicos e inseridos em 94 diferentes vias mapeadas do KEGG, fornecendo dados
informativos para futura analise funcional. As enzimas identificadas estdo relacionadas
principalmente a processos de transporte com func¢ao de ligantes de ions e com atua¢do nas
mitocondrias. Os principais produtos enzimaticos encontrados estdo relacionados a protecao
contra o estresse, seguidos daqueles participantes de processos abordando producdo e gasto de
energia. Estes achados contribuem para a caracterizacdo do transcriptoma e podem ser Uteis na
compreensao do papel bioldgico dos tecidos utilizados na construcdo da biblioteca de cDNA, tais
como musculo, ovos e larvas, envolvidos num metabolismo de energia rdpida, além de

hepatopéancreas e pedunculo ocular.

Palavras-chave: L. vannamei, Enzimas, Anotacdo Funcional, Vias metabdlicas, Xenobidticos.
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Abstract

Novel gene discovery and function have become crucial for understanding crustacean physiology
and the reactions in metabolism caused by stressful and adverse conditions. For this purpose,
transcriptome studies have gradually become more efficient, generating a large amount of genetic
data to be processed fast and accurately. In this work, 1.219 contigs from Litopenaeus vannamej
marine shrimp, with NCBI nr database hits, obtained from Sanger sequencing method, were
submitted to manual functional annotation for accurate gene product and metabolic pathways
identification. Among these, 293 are enzymes, gathering 541 EC numbers, with 127 unique and
inserted in 94 different KEGG pathways, providing informative data for future functional analysis.
The identified enzymes are mostly related to transport processes, binding roles and acting in the
mitochondria. The main enzyme products found were those related to protection against stress,

followed by those related to energy production and spent. These findings contribute to
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transcriptome profiling and may be useful in understanding the biological role of the tissues used in
the cDNA library construction, such as muscle, eggs and larvae, involved in a fast energy

metabolism, in addition to hepatopancreas and ocular peduncle.

Keywords: L. vannamei, Enzymes, Functional Annotation, Pathways, Xenobiotics.

1. Introduction

Although there is an increasing amount of transcriptome data from next-generation
sequencing technologies available for shrimp species (Ghaffari et al., 2014; Yu et al., 2014; Powell et
al., 2015), analysis of Expressed Sequence Tags (EST), based on transcriptome obtained from Sanger
method, have still been the resource of a rich batch of information about many species (Du et al.,
2013; Liu et al., 2013; Nirmala et al., 2013), linking active coding genes to their expression products.
This data also enables the identification of regulatory regions, such as transcriptional factors (Jung
et al., 2011; Davies et al., 2012).

Functional annotation is performed in order to attribute a functional meaning for expressed
sequences and identify their gene product and biological processes. Bioinformatics tools and
databases (DBs) are queried to search for the most accurate information available. Enzyme
Commission (EC) numbers can be obtained from different databases, such as Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) (www.genome.jp/kegg/) and ENZYME (http://enzyme.expasy.org/).
KEGG gathers protein and functional information, enabling the connection between the genotypes
and their respective phenotypes before environmental disturbances and providing a wider
understanding of crustaceans metabolism (Kanehisa and Goto, 2000; Kanehisa et al., 2008). Many
pathways together can be seen as metabolic maps or networks that link genetic and biochemical
data. For example, through an enzyme EC number and the potential pathways it is inserted it is

possible to identify the type of chemical reaction performed by this enzyme and its interaction with
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other molecules or cofactors enabling more efficient responses by the organisms (Reed et al., 2006;
Yamanishi et al., 2009).

Transcriptome studies have been carried out in many organisms, including marine species,
such as crab (Jiang et al., 2008; Li et al., 2014), oysters (Zhang et al., 2014) and shrimp, including the
Litopenaeus vannamei marine species (Pérez et al., 2005; Ghaffari et al., 2014). Identifying the
protein and its respective coding gene have become necessary to provide more details about
underlying mechanisms involving the crustacean survival and adaptation before disturbing factors.
For example, stress caused by captive environments, high population densities, few feed availability
and presence of toxics in the water tanks, which are frequent conditions in genetic improvement
programs (Jiang et al., 2008; Ma et al.,, 2012). Therefore, the knowledge about the enzymes
reactions and their roles in the cell metabolism may enhance the stocks productivity and decrease
costs and biological losses, leading to a more sustainable farming (Muios and Escdrate, 2014).

This approach may also be employed to improve selection and/or breeding strategies, such
as Marker Assisted Selection (MAS) (Yue, 2013; Jones et al, 2013). MAS consists in an approach
particularly important for traits with low heritability levels and difficult to measure, such as those
highly influenced by the environment, for example, egg production and stress resistance (Yue,
2014). In addition, the generated transcriptome data also enables to compare the physiological
responses given by challenged and controlled animals during differential expression experiments
(Zzeng et al., 2013). Therefore, the present work analyzed ESTs of L. vannamei, aiming to describe
enzymatic products and their respective metabolic pathways, providing complementary
transcriptome data about an important aquaculture species for which there is no reference genome

available.
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2. Material and Methods
2.1. EST Database

The Expressed Sequence Tags were originated from L. vannamei cDNA libraries constructed
from the following tissues of captive adults: (i) muscle, (ii) ocular peduncle and (iii) hepatopancreas;
(iv) nauplius and mysis (larvae stages) and (v) eggs were also sampled immediately after spawning

also in captivity (Freitas et al., unpublished data).

2.2. Functional annotation and pathways establishment

The sequences were first submitted to automatic blasts in nrNCBI database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Manually, SwissProt database (http://www.uniprot.org/) was
gueried to identify the codified protein and its function, EC numbers for enzymes and homologous
organism information. Functional annotation of the Gene Ontology (GO) (www.geneontology.org)
terms was done up to third level in order to obtain biological process, molecular function and
cellular component. Sequence Analysis and  Classification  Database  (InterPro,
http://www.ebi.ac.uk/interpro/) was used to establish the protein family and domain. The
considered e-value cut-off was equal to 1.0E->. SwissProt and nrBLAST data were compared to
verify if any contradiction remained in the results. In addition, other DBs such as ENZYME and KEGG
were also queried. The gene product identification was only finished when the DBs annotation
achieved a consensus.

After EC numbers identification, all enzymatic product sequences were submitted to analysis
in KEGG. The participating pathways were visualized in Rapid Pathway Visualization Software 2.8
(PAICE), available at http://sourceforge.net/projects/paice/, under GPL v3 public license. Enzymes
were classified according to their first EC digit number (ranging from one to six). Details about

enzyme reaction, such as substrate and product were obtained from Enzyme Structures Database
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(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes/). This Transcriptome Shotgun Assembly
project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession GCVY00000000,

BioProject: PRINA77889, Sequence Read Archive: SRR1952625.

3. Results and Discussion
3.1. Functional annotation and pathway identification
The 44.881 ESTs generated resulted in 2.984 contigs (Freitas et al., unpublished data). From
these, 1.219 contigs showed hits in NCBI nr database and were manually annotated for more
accurate gene products and pathways identification. After functional annotation in KEGG
database, 293 contigs (30%) were classified as enzymes. More than 98% of the identified
enzymes products presented an e-value < 10™° and all of them showed identity (IDT) values
higher than 60% (Figure 1). This Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) project has been
deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession GCVY00000000.1 (GCVY01000001-

GCVY01000701).
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Figure 1: Identity (%) (blue) and E-value (red) distribution for the 293 enzyme products.
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The GO annotation was carried out up to third level. The main categories found for the
identified enzymes were metabolic processes and transport, for Biological Process; binding
proteins, for Molecular Function; and mitochondria, for Cellular Component. From the 786 hits
for Biological Process the most frequent ones were those regarding metabolic and catabolic
steps (18%) ions, solute and ATP transport (17%), proteolysis (5%), followed by ATP synthesis
and glycolysis, with 2% each. About the hits for GO Molecular Function (695), these were very
diverse, highlighting binding proteins, ions and molecules (44%), oxidoreductases (12%),
transferases (9%) and hydrolases (9%). For the Cellular Component (432), 17% of enzymes
mostly act in mitochondria organelle or mitochondrial respiratory chain, followed by cytoplasm
(14%), nucleus (7%) and extracellular (5%) (Figure 2). The complete GO annotation and EC
numbers can be seen in Table S1 (Supplementary Data).

After comparing L. vannamei unigenes with the all matched terms in GO categories
became clear a wide range of functions, biological processes and cellular components, since
some genes were mapped to more than one term in each category. The unigenes majority is
related to transport of several molecules, varied function, highlighting binding proteins, and
takes place more often at the mitochondria. The enzymes were classified according to Enzymes
Structure Database. They were distributed among the 293 products as the following catabolic
reactions: 30% of oxidoreductases (1.-.-.-), 15% of transferases (2.-.-.-), 48% of hydrolases (3.-.-.),

2% of lyases (4.-.-.-) and 5% of isomerases (5.-.-.-).
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Figure 2: Some of the most representative hits from GO functional annotation for the 293
enzymatic products, highlighting Biological Process (blue bars), Molecular Function (red bars)

and Cellular Component (green bars).

lons and solutes transport proteins participate closely to oxidation-reduction activities
inside the cell, including energy production and degradation activities in the mitochondria
(Tubeleviciute et al.,, 2014). The oxidoreductases, such as dehydrogenases and oxidases, were
the most common functional roles, after binding (Figure 2). These enzymes are linked to survival
reactions, such as immunity and protection against oxidative stress (Dinkova-Kostova and
Talalay, 2010), reproduction, growth and energy production, besides some other metabolic
actions linked to fitness (De Balsi et al., 2014).

A total of 541 EC numbers were established from enzymatic products observed in 293
unigenes, resulting in 127 unique EC numbers and 94 pathways (Supplementary Material — Table
S1). The most informative pathways are highlighted in Table 1. The most representative ones

were related to (i) stress protection against reactive radicals and (ii) energy metabolism.
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Table 1: Main enzymes present in most common pathways. Note molecular function and main

participating pathways, based on KEGG database.

Enzyme/ EC number

Molecular Function

Pathway

Ferrtin Ferric iron binding/ Homeostasis/ . .
Porph M I
EC1.16.3.1 Stress protection orphyrin Metabolism
GDP L-fucose synthase Cellular metabolism Fructose and mannose
EC1.1.1.271 metabolism

S-formylglutathione hydrolase

Carboxylesterase

Methane metabolism

EC3.1.2.12
Fructose-1,6-biphosphatase Fructose 1,6-biphosfato 1- Glycolysis/ Methane metabolism
EC3.1.3.11 phosphatase /Pentose pathway/ Krebs cycle

Phosphoenolpyruvate

carboxykinase Carboxyl-lyases Krebs cycle
EC4.1.1.32
Fructose-bisphosphate . Glycolysis/ Fructose metabolism
aldolase Fructose biphosphate aldolase and mannose/ pentose pathway
EC4.1.2.13
Glucose-6-phosphate
isomerase Glucose-6-phosphatase Glycolysis/ Pentoses pathway
EC5.3.1.9
Phosphc;géy;zr.a;i mutase Transferase Methane metabolism
Glutathione peroxidase Glutathione peroxidase Acid arachidonic metabolism /
EC1.11.1.9 Glutathione metabolism
Pyruvate kinase Piruvate kinase and binding Purine metabolism
EC2.7.1.40 magnesium and potassium ions

Glutathione S-transferase
EC2.5.1.18

Glutathiona transferase

Xenobiotics metabolism by P450
citocrome / Glutathione
metabolism

Endochitinase

Hydrolase and chitinase

Amino and glycol metabolism

EC3.2.1.14
Cytochrome complex b-c1 s .
EC1.10.2.2 Cytochrome C reductase Oxidative phosphorylation
NADH dehydrogenase
complex NADH desidrogenase Oxidative phosphorylation

EC1.6.5.3/1.6.99.3

Cytochrome c oxidase
EC1.9.3.1

Iron/copper binding and cytochrome-c

activity

Oxidative phosphorylation

3.3. Stress protection

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 was the most complete pathway
observed. Its relevance is linked to the wide use of organochlorines (OCs), organobromines (OBs)

and organophosphates (OPs), in aquaculture, and their constant threat to shrimp homeostasis,
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causing cellular metabolic stress damage. Although crustaceans do not have their own immune
system, hepatopancreas plays this role and stress levels may be estimated in mitochondria
through differential expression of enzymes involved in Reactive Oxygen Species (ROS)
elimination (Robalino et al., 2009; Masci et al., 2014).

Oxidative stress happens when ROS levels are high, changing cellular metabolism and
damaging the organelles (Lushchak, 2011). These radical production may lead to several DNA
damages, such as deletions, mutations and other lethal genetic effects (Lesser, 2006; Sharma et
al., 2012). Disturbances, such as temperature and salinity levels variation may result in
physiological and oxidative stress in organisms, increasing the production of radicals and
triggering cellular damage (Tu et al., 2008; Du et al., 2013).

The main enzyme involved in metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 cells
identified here is glutathione transferase (2.5.1.18). It enables the use of glutathione to capture
some ROS from oxidation, minimizing the damage caused to the cell. Crustaceans are one of the
most efficient biological converters in nature (Rewitz et al., 2006), however, many of these
exotic compounds are transformed into still toxic chemicals (Davies et al., 2012; Won et al.,
2013). Glutathione may work as a cofactor for antioxidant enzymes, such as glutathione
peroxidase (1.11.1.9) and glutathione transferase.

In a study conducted by Zhou et al. (2010), glutathione transferase was the most efficient
antioxidant enzyme for protecting against oxidation when considering environment temperature
variation (heat shock). In this case, L. vannamei individuals were exposed to heat shock from 28°
to 15°C during 6 hours. Additionally, other enzymes may also act on the protection against ROS,
such as superoxide dismutase (SOD) (1.15.1.1), characterized as an efficient biomarker for the
penaeid group before the stress caused by heat shock. This could be observed when L. vannamei

individuals were submitted to salinity variation for 24 hours, causing SOD and glutathione
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peroxidase activities to increase significantly because of oxidative stress (Lushchak et al., 2011).
Therefore, it is possible to establish these two enzymes together as the main responsible for
protecting the cells against oxidative damages (Tu et al., 2008; Zhou et al., 2010), among the
ones identified in this study. Another antioxidant enzyme found herein was ferritin (1.16.3.1)
that may influence in animal survival after a long period of hypoxia, protecting the cells from
stress radicals (Larade and Storey, 2004).

Several antioxidant enzymes were expected to be described in the present study. This
fact can be observed probably due to animal tissues selected to construct the cDNA library, such
as hepatopancreas (Figure 3). Muscle, ocular peduncle and hepatopancreas tissues were
originated from captive animals, increasing the stress levels in the organism. When facing this
environment, the organism is submitted to stress conditions, such as high population density
levels and less food availability, which triggers a metabolic oxidative stress, leading to an
increase of ROS rates and antioxidant enzymes expression levels, as a defense (Lesser, 2006; Liu
et al., 2007; Tian et al., 2011).

As noticed, the oxidative stress process brings many damages to shrimp fitness in
general. Therefore, it becomes harder for aquatic organisms to control the physiological
equilibrium when any type of exotic compound is increased in the water. This may be related to
the great amount of energy dispended by the organisms to keep their homeostasis, being the
energy wasted inversely proportional to the energy remaining for growth (Lesser, 2006; Tu et al.,
2010). Therefore, all enzymatic products identified herein may help to achieve a clearer

interpretation of the responses observed in aquatic organisms under stress conditions.
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3.4. Energy production

Another pathway with many EC numbers identified here is glycolysis, The enzymes found,
such as glucose-6-phosphato isomerase (5.3.1.9), converting glucose 6-phosphate in fructose 6-
phosphate and fructose-1,6-biphosphatase (3.1.3.11) were related to production and/or
degradation of carbohydrates and energy. They were responsible for energy release by breaking
phosphate bonds. Glucose level control is central in crustaceans and its concentration is well
defined along the day. In spite of this, this group can tolerate a large gradient. During the day,
sugar level is low and stable and in the afternoon, it increases until reaches a peak after dusk
(Sathyanandam et al., 2008). Higher glucoses levels are also seen in premolt individuals when
compared with postmolt or intermolt ones (Pratoomthai et al., 2012).

Mathew et al. (2007) observed Penaeus monodon individuals infected by WSSV and
some enzyme related to energy production had their activity monitored, highlighting the
possible response caused by pathogen stress. Twenty-four hours after the infection, the amount
of food ingested by the shrimp had decreased significantly. Consequently, glucose 6-
phosphatase (5.3.1.9) and fructose 1,6-diphosphatase (1.1.1.37) activities decreased during the
infection period. This resulted is an energetic crisis because gluconeogenesis is severely inhibited
by the low levels of the last two enzymes, leading many animals to death. Carbohydrates
availability in the cell and the manner some enzymes degrade them releasing energy, deeply
influence organism homeostasis and survival (Pratoomthai et al., 2012).

Another enzyme related to carbohydrate metabolism is endochitinase (3.2.1.14). To digest
this saccharide, chitinase breaks chitin into smaller sugars, and the glycosidase (3.2.1.-) is
responsible for hydrolyzing saccharide to monosaccharide. A better understanding about
endochitinase role may be useful in a more efficient growth control in shrimp, being applied in

genetic improvement programs. Additionally, endochitinase enzyme acts on chitin catabolism
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and directly in crustacean molt process (Proespraiwong et al., 2010). This enzyme is closely
related to growth which is only possible in the intermolt stage. Molt, known as the process when
chitin is degraded and the animal can grow, is a relevant step for arthropods homeostasis.

In this manner, knowing the enzymes and the pathway in which they are inserted, allow
more efficient control on key processes in shrimp performance. Nevertheless, when analyzing all
enzymatic products identified in this study, physiological and environmental variables must be
considered as well, given that these may also cause stress. Considering this, the best is to take
into account all of these factors in order to obtain a more reliable metabolic response (Tu et al.,

2010 Jubeaux et al., 2012).

3.5. Most expressed genes

Thousands of ESTs (4.184) were used for the assembly of the 293 enzymatic products.
Among the genes which presented hundreds of ESTs on their composition, the most expressed
ones were those related to cytochrome oxidase subunits enzymes (Figure 3), with 593 reads in
only one contig assembly. The most representative EST classes under analysis were obtained
from larvae stages (mysis and nauplius) (1.194 ESTs) and eggs (950) cDNA libraries, showing a
high abundance of respiratory proteins and other types that are essential for vital actions and
demand a lot of metabolic energy, mostly represented by cytochrome oxidase subunit enzymes
(1.9.3.1). This is expected given that both tissues require a significant amount of ATP due to the
intense metabolism assigned to development stages.

A representative amount of EST was also originated from muscle library (766),
characterized mainly for actin (3.6.1.3) and myosin (3.6.1/ 3.6.1.15) enzymes, related to muscle
contraction and maintenance. Regarding the data obtained from hepatopancreas (649), were

observed enzymes related to stress protection, such as glutathione transferase and glutathione
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peroxidase, involved in the elimination of ROS. The ocular peduncle (625) showed the
predominance of proteins related to respiratory chain, such as cytochrome oxidase and
ribosomal (4.2.99.18) ones. As can be observed in the literature, this tissue is related to
reproduction maturation in crustaceans (Asusena et al., 2012), with an active metabolism,
probably being these one of the many reasons responsible for the predominance of oxidative

phosphorylation and translation proteins (Figure 3).

Larvae

Ocular Peduncle

Egg Library reads number
7 Cytochrome oxidase subunit
Hepatopancreas
Muscle
0 500 1000 1500

Figure 3: Total EST number (4.184) used in the assembly of the 293 contigs with enzymatic
products (gray bars). EST number present in the more expressed gene (cytochrome oxidase)

assembly in the data annotated (orange bars).

Final considerations

The amount of relevant data generated by transcriptome projects leads to functional analysis
to provide a biological meaning to raw data, increasing the available information related to gene
expression and metabolism. In this context, the present work contributes to analysis of
transcriptome profiling and gene function in crustacean group. The data gathered here might be
useful in understanding the biological role of some stress related tissues, such as hepatopancreas,

as well as some involved in a fast energy production and spent, such as muscle, eggs and larvae.

- 46 -



Therefore, this data can be applied in approaches that consider aspects related to mechanisms

involving stress adaptation, innate immunity and reproduction in shrimp.
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Manuscrito 3 - ESTUDOS DE POLIMORFISMOS LOCALIZADOS NA CADEIA PRINCIPAL DE GENES DE
PROTEINAS DO CAMARAO LITOPENAEUS VANNAMEI E AVALIACAO DE AMPLIFICACAO

HETEROLOGA

Resumo

Os marcadores moleculares vém mostrando sua ampla utilidade em estudos de diversidade
genética e associacdo entre genodtipos e fendtipos. Neste trabalho, foram selecionados quatro
genes minerados em Litopenaeus vannamei, trés contendo microssatélites (serina arginina, 60S
ribossomal e troponina) e um contendo SNP (crustacianina), para avaliar uma possivel relacdo entre
genotipos e fenodtipos de peso em duas familias de camarao. Os resultados mostraram que os locos
60S ribossomal e crustacianina foram polimérficos, porém, nao foi constatada associacdo entre os
gendtipos desses locos e o peso dos animais para a populagdao amostrada. Os testes de amplificacao
heterdloga utilizando os marcadores de microssatélites mostraram sucesso para a maioria das
espécies avaliadas. Embora os marcadores testados ndao tenham mostrado associacdo entre os
gendtipos e fendtipos de peso na populacdo amostrada, podem ser usados como marcadores

potenciais em outros estudos genéticos para L. vannamei e outras espécies relacionadas.

Palavras-chave: L. vannamei, 60S ribossomal, crustacianina, troponina, serina-arginina.
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Abstract

Molecular markers have been showing their wide utility in studies of genetic diversity and also
association between genotypes and phenotypes. In this paper, four genes mined for Litopenaeus
vannamei, three containing microsatellite (serine arginine, 60S ribosomal and troponin) and one
containing SNP (crustacyanin), were selected for evaluating a possible relation between genotypes
and weight phenotypes in two shrimp closed lines. The results showed that 60S ribosomal and
crustacyanin loci were polymorphic, however, the genotype effect was not significant for the
variance on total body weight. Cross-species amplification tests using the microsatellite markers
showed efficient amplification for the majority of the evaluated species. Although the markers
tested have showed no association between the genotypes and weight phenotypes in the
population sampled, they may be used as potential markers in further genetic studies for this
shrimp and other related species.

Keywords: L. vannamei, 60S ribosomal, crustacyanin, troponin, serine-argenine
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Short Communication Format

Molecular markers, such as Simple Sequence Repeats (SSR) or microsatellites and Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) within genes, have showed their wide application in aquaculture
in the last decade (Jiang et al., 2008; Yu and Li, 2008). The association between genotypes and
fitness traits can be highlighted for several aquaculture species, including the description of a SSR
region linked to resistance to White Syndrome Spot Virus (WSSV) disease in Penaeus monodon
(Mandal and Mukherjee, 2009), and SNPs associated to survival and resistance identified in
Litopenaues vannamei (Zeng et al., 2008, Marti et al.,, 2010). Another advantage related to
polymorphism studies in coding regions is their high transferability rates among closely related
species. Several studies have been describing the potential of use of SSR and SNP linked to
Expressed Sequence Tags (EST) shrimp species which genome is still poorly known (Perez et al,,
2005, Freitas et al., 2007, Santos et al., 2012).

In this work we evaluated polymorphism in L. vannamei shrimp for three microsatellite loci
and one SNP located within candidate genes related to immune response and growth. All molecular
markers were located into the protein main chain. We also investigated a possible association
between the genotypes and the total body weight phenotypes in two captive L. vannamej families
challenged for high growth performance rates. In addition we performed cross-species
amplification tests for the microsatellite loci in seven other marine shrimp: Metapenaeus
monocerus, Penaeus monodon, Fenneropenaeus indicus, Xiphopenaeus kroyeri, Farfantepenaeus
brasiliensis, Litopenaeus schmitti and Farfantepenaeus paulensis; and two freshwater ones:
Macrobrachium amazonicum and Macrobrachium jelskii.

The genes serine arginine, 60S ribosomal, troponin and crustacyanin were obtained from

the ShEST Project available at TSA database BioProject PRINA77889, under access number
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GCVY01000000.1. Sets of specific primer pairs were constructed for each loci using Primer 3 (Rozen

and Skaletsky, 1999) software, considering the flanking regions for the SSR and SNP (Table 1).

Table 1: Information about the four loci tested in association tests.Note the marker type, TSAID, the

gene product, function and primers sequence and melting temperature.

Locus/type Protein ID Function Primers T(°C)
T R F:AGCCTGTGTACGAGGAGGAA
rop/ss Troponin JR494085 Muscle contraction 64
R:AAAATAACGCGACGACATCC*
ine-argini i F: GATATGGCAGGCTTCGTGAT
SerArg/SSR Serl.n.e arginine JRA94104 Controls ?I.ternatlve 58
splicing factor splicing R: TACCTGTCAAGCCAAGCT*
Exonuclease activity F CAGCTACTGACATCAACTTC*
60Srib/SSR  60S ribossomal JR494145 (E.C. =4.2.99.18). 58
Translation repair R CTCCTTCTTGGCTTCCTCCT
F ATCGAAATGAGCGGCTACAA
Crust/SNP Crustacyanin JR494393 Immune response 55

R: TGTGTGTCAAGCTAG

*primer with M13 complementary

Polymerase Chain Reaction (PCR) were performed for DNA samples of 200 Specific Pathogen

Free (SPF) shrimps from Genearch Genetic Improvement Company (Rio Grande do Norte State,

Brazil). The animals belonged to families challenged for high survival and growth rates. Pleopods of

100 animals (50 males and 50 females) from two families (F1 and F3) were sampled and stored in

alcohol 100% at -20° C. The animal whole body weight was measured by analytical balance and sex

was identified by visualization of the external morphology. The samples of each family were

separated in two groups: heavier lineage (50 animals - 25 females and 25 males - with the best

weight rates) and lighter lineage (50 animals - 25 females and 25 males - with the worst rates)

(Figure 1) (Table 2).
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Figure 1: The schema used in shrimp population sampling.

Table 2: Weight mean and standart deviation (SD) values observed in families, groups and sex,

followed by the whole animal body weight for the 200 animals collected.

Families Lineages Sex Total animal
body weight
F1 F3 Low High M F
Means (g) 14.5 15.1 11.8 17.8 14.7 14.9 14.8
SD (g) 3.64 3.04 191 0.75 3.13 3.58 3.36

The samples from the nine shrimp species used in cross-amplification tests were obtained
from the Tissue Bank at the Laboratory of Molecular Biodiversity and Conservation (University of
Sao Carlos, Sdo Carlos, SP, Brazil). DNA extraction was performed using the phenol protocol
proposed by Sambrook et al. (1989). PCR was carried out in 10 pl of mix containing 50 ng/ul DNA,
0.2 mM dNTPs, 1 x PCR buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.4 and 500 mM KCl; Invitrogen Life
Technologies), 1.5 mM MgCl,, 1 U of Tag DNA Polymerase, 8 pmoles/ul of reverse primer, 2
pmoles/ul of the M13-tailed forward primer and 8 pmoles/ul of the fluorescently-labeled M13
primer for SSR loci (Schuelke, 2000). The M13 primer was not used for the locus with SNP marker.

The thermal cycler was programmed for an initial denaturation of 5 min at 95 °C followed by 35
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cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at the annealing temperature, 30 s at 72 °C and a final extension of 20
min at 72 °C. The annealing temperatures were established using gradient tests that were
performed in a Mastercycler Gradient Thermal Cycler (Life Technologies). Alleles were genotyped in
Illumina Automatic Sequencer and scored using the Geneious software (Kearse et al., 2012). Gene
product was identified using blastN and blastX againt nrNCB, SwissProt (UniProt Consortium, 2014)
InterPro (Hunter et al., 2009) and GO (Ashburner et al., 2000) databases. The PCR products from
the cross-species amplification were also sequenced and blastN (nrNCBI) searches were performed
in order to confirm the protein and the species it belonged to. Alleles frequencies were estimated
using Genepop version 3.4. The genotypic frequencies and Variance Analysis (ANOVA) were
calculated using GLM (General Linear Model) Procedure employed in SAS software, version 9.3. The
effects from family, sex and genotypes from each locus were considered. Sex was taken as a fixed
effect and family and genotypes as random ones. The dependent variable was animal whole body
weight, and p-value < 0.05 was assumed for data significance.

The alleles and genotypes frequencies for the four loci selected for genotype x phenotype
association tests are in Table 3. For the 60S ribosomal protein (60Srib), the frequencies of 333 bp
and 239 bp were 73% and 27%, respectively. As can be noted, the genotype 333/333 (66%) is more
frequent in F3 whereas 239/333 (62%) and 239/239 (71%) in F1. Considering the SNP marker in
crustacyanin gene (Crust) the C allele frequency is 94% and for allele T is 6%. The genotypes are
equally distributed between families F1 and F3 (Table 3). The SSR and SNP markers in troponin and
serine-arginine genes were removed from the association testing analysis, given that the first one is
monomorphic and the second shows the genotype 594/594 in 98% of total animals and the other
two remaining combinations in much lower frequencies, not enough for the statistical strength

needed.
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Table 3: The allelic and genotypic frequencies for the two polymorphic loci used in genotypes x

phenotypes tests.
60Srib (Alleles/Frequency) Crust (Alleles/Frequency)
333 73% C 94%
239 27% T 6%
Crust
60Srib (Genotypes/Weight mean)  F1 F3 (Genotypes/ Weight F1 F3
mean)
333/333 . o CC 0 o
153 g 34% 66% 1508 51% 49%
239/333 o 0 cT 0 0
146g 62% 38% 139 52% 48%
239/239 . .
138 g 71% 29% - - -

The effects significance of family and lineages were tested together nestled, called here as
Test A, along with sex and genotypes effects for each loci individually. Lineages are known as the
heavier and lighter animals from each of the two families sampled. Only the family and lineage
effect on the total variance observed for weight was significant (p-value <0.001). The determination
coefficient (R?) was close to 83% for all loci, and family and lineage shows high Mean Square (MS)
rates, which highlight the great effect of families and lineages on weight variation for the model

assumed (Table 4).

Table 4: Variance Analysis (ANOVA) results for the effects tested. Note the great influence of family

and lineage (Family A mean squares) in the model used.

Loci Family and Lineage Sex Locus R
Test A

60Srib (Pr > F) <0.001 0.42 0.81 0.82

Mean Square 557.10 1.26 0.41 '

Crust (Pr>F) <0.001 0.32 0.15 0.83

Mean Square 583.76 1.83 3.76 '
Test B

60Srib (Pr > F) <0.001 0.42 0.81 0.82

Mean Square 557.10 1.26 0.41 )

Crust (Pr > F) <0.001 0.32 0.15 0.83

Mean Square 583.76 1.83 3.76 '
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Given that no significance in genotypes means were observed in the previous analysis, the
two families and lineages were subdivided in four groups (Test B), to verify whether the weight
variance could be partially assigned to the genotypes. The following animals represented the four
groups calledTest B: (i) F1 higher and (ii) lower weight and (iii) F3 higher and (iv) lower weight
values animals. Although, the results found for Test B were exactly the same as those observed in
Test A (Table 4), resulting in no association between the genotypes found and the weight of the
collected animals, in the population analyzed. Some possible interactions between the two loci or
among the loci and the other effects were also tested, but no association could be observed.
However, in the case of a quantitative trait, such as weight, which is usually influenced by several
genes of small effects each, it is expected that the few loci analyzed in this study explain too little or
nothing of the weight variance observed (Zhang et al.,, 2012; Jung et al., 2013). Additionally, this
variance may be assigned to several factors, such as environmental variance in phenotypes
expression, bias in the sampling etc (Visscher et al, 2008). Hence, further studies are
recommended to perform association analyses for these genes in larger populations.

Regarding the cross-species amplification, the best rates were found for the SSRs into the
SerArg and 60Srib genes (89% each). This can be justified due to these proteins participate of main
metabolic steps, such as splicing control and repairs in translation, tending to be more conserved.
For P. monodon, F. indicus, F. brasiliensis and F. paulensis positive amplification patterns for all SSR

loci were observed (Table 5).
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Table 5: Cross amplification results for three L. vannamei loci tested in seven marine and two fresh

water shrimp species.

SerArg Trop 60Srib Success
Penaeus monodon X X X 100%
Fenneropenaeus indicus X X X 100%
Farfantepenaeus brasiliensis X X X 100%
Farfantepenaeus paulensis X X X 100%
Metapenaeus monocerus X - X 66%
Litopenaeus schmitti - X X 66%
Xiphopenaeus kroyeri X - - 33%
Macrobrachium jelskii X - X 66%
Macrobrachium amazonicum - - - 0%
Success 89% 55% 89%

This finding may be assigned to Farfantepenaeus and Litopenaeus genders being more close
to each other taxonomically (Baldwin et al. 1998; Maggioni et al. 2001). Therefore, even though
SerArg and Trop markers had not been polymorphic for the population used in the association
tests, they may be potential markers for species populations which present a small amount or

even no molecular markers described yet, such as the ones used here.
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Resumo

Litopenaeus vannamei é uma das espécies de camardo mais importantes para a aquicultura
mundial. Apesar disso, pouca informacdo é conhecida sobre os genes e proteinas desse peneideo e
outros crustaceos taxonomicamente préximos. Nesse trabalho, foi utilizada a tecnologia de
sequenciamento de RNA (RNA-seq) do hepatopancreas e musculo de individuos de L. vannamej
separados em dois experimentos, (i) de rapido crescimento; (ii) exposicdo ao patégeno da White
Spot Syndrome Virus (WSSV). Foram gerados 63.105 transcritos, com tamanho médio de 2.511 pb e
N50 de 3.464 pb. Desse total, 22.989 (36%) apresentam hits contra a base de dados SwissProt.
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Cerca de 15.500 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (frequéncia >= 50%) foram detectados em
3.572 unigenes, com o numero de SNPs/unigenes variando de 1 a 70. Foram identificados 5.029
SNPs exclusivos dos animais avaliados para rapido crescimento e 6.529 nos camardes expostos ao
WSSV. Trés mil e noventa e sete SNPs comuns a ambas as condicées também foram identificados.
Dentre os locos com SNPs, 2.575 e 1.011 retornaram hits no Gene Ontology e KEGG,
respectivamente, com 897 KEGG Orthology (KO) unicos, distribuidos em 333 vias mapeadas do
KEGG. Os achados para os transcriptomas descritos aqui contribuem significativamente para os
estudos de genbmica e transcriptdmica no grupo dos crustaceos, com énfase especial para

abordagens futuras visando o desenvolvimento de programas de sele¢do na aquicultura.

Palavras-chave: L. vannamei, Polimorfismos, Crescimento, WSSV, RNA-seq.

1. Introducao

Entre os camarGes peneideos estdo incluidas espécies de enorme valor comercial, sendo
estas responsdveis por um terco de toda pesca mundial anual de crustaceos (Wang et al., 2013). O
camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei representa a principal espécie de camarao
comercializada (Ma et al., 2009). Embora a producdo desse crustaceo se apresente como uma
atividade de sucesso, os lucros esperados através de seu cultivo, no entanto ainda sdo freados por
fatores como crescimento lento e baixa sobrevivéncia (Jung et al., 2013; Lv et al., 2014), além do
contagio por patdégenos como fungos, bactérias e virus (Wang et al., 2013; Liu et al., 2014; Rao et
al., 2015). O virus causador da Sindrome da Mancha Branca (WSSV; White Spot Syndrome Virus),
por exemplo, além de retardar o crescimento corpdreo dos animais, pode ocasionar até 100% de
mortalidade nos tanques de cultivo (FAO, 2016). Tais fatores ocasionam anualmente grandes
perdas econOmicas na carcinicultura mundial (Chen et al., 2015).

Apesar da enorme importancia comercial dos camardes peneideos, 0os mecanismos
moleculares envolvidos no crescimento e imunidade ainda nao sao conhecidos em detalhes. Poucos

genes determinantes para o crescimento (Jung et al., 2013; Jindra et al., 2013; Lv et al., 2014) e
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resposta imune contra micro-organismos oportunistas (Rattanaporn e Utarabhand, 2011; Gajula et
al., 2013; Fan et al., 2016) ja foram descritos para crustdceos. Esta realidade torna evidente a
necessidade de ampliar a quantidade de informagdes sobre genes e transcritos envolvidos nas
respostas celulares e fisiologia dos crustdceos. Além disso, a falta de um genoma de referéncia para
camaroes ressalta a importancia dos estudos abordando o sequenciamento de préxima geracdo
(NGS) como fonte relevante de informacdes (Santos et al., 2014; Powell et al., 2015).

A abordagem de RNA-seq tem tornado possivel o sequenciamento de genes com alta
cobertura, possibilitando também a identificacdo em larga escala de polimorfismos relacionados a
caracteristicas de desempenho em espécies ndo modelo, como os crustaceos (Cui et al., 2013; Yu et
al., 2014). Marcadores codominantes, como os Polimorfismos de Base Unica (Single Nucleotide
Polymorphisms; SNPs) sdo altamente informativos e abundantes nos genomas (Brookes, 1999;
Vignal et al., 2002). Esses polimorfismos tem se mostrado eficientes em estudos de mapas de
ligacdo e associacdo entre dados moleculares e fenotipicos em diversas espécies, como
caranguejos, (Cui et al., 2013) e camardes de agua doce (Jin et al., 2013). No entanto, apenas um
estudo de SNPs identificados em L. vannamei por NGS foi reportado (Yu et al.,, 2014) até o
momento.

Nesse estudo, foi utilizada a abordagem de RNA-seq para a constru¢do de um transcriptoma
de hepatopancreas e musculo de individuos de L. vannamei. Foram utilizadas amostras de dois
grupos experimentais (i) musculo de animais avaliados para rapido crescimento e alta sobrevivéncia
e (ii) hepatopancreas e musculo de animais expostos ao virus da Mancha Branca. Grande parte das
respostas imunes nos crustaceos acontece no hepatopancreas, devido a muitas proteinas
envolvidas em reconhecimento e eliminacdo de patdégenos estarem armazenadas nesse drgdo (Guo
et al., 2013; Chen et al., 2015). Os tratamentos e tecidos foram unidos no esforco de maximizar a

representatividade dos transcritos e a cobertura do transcriptoma. Esse estudo tem como objetivo
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principal identificar polimorfismos (SNPs) em genes candidatos relacionados principalmente a

crescimento, ganho de peso e respostas imunes.

2. Material e Métodos
2.1. Obtengao das amostras

Os exemplares de Litopenaeus vannamei avaliados para crescimento utilizados nesse
experimento foram originados da Empresa de Melhoramento Genético Genearch, localizada na
cidade de Rio do Fogo, no estado do Rio Grande do Norte (RN), Brasil. A escolha das amostras foi
realizada entre as 20 familias SPF (Specific Pathogen Free) constituintes do mesmo batch,
submetidas ao programa de melhoramento genético para altas taxas de sobrevivéncia e rapido
crescimento. Nessa etapa do processo de selecdo, as familias encontravam-se em triplicatas e com
cerca de dois meses de cultivo (peso em torno de 1.5 g). Com base nos dados de desempenho para
crescimento pertencentes a empresa, seis camardes (dois de cada um dos tanques em triplicata) de
cada uma das quatro familias com maior média de peso, em gramas, foram coletados, totalizando
24 animais nessa condicdao. O mesmo procedimento foi realizado com os 24 animais das quatro
familias de menor média de peso do mesmo batch e amostras de musculo (pleépodos) foram
coletadas.

Pés-larvas (PLs) BH12, hibridas de animais SPF, foram obtidas na Empresa de Larvicultura
Aguatec, localizada na cidade de Canguaretama, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, e
colocadas em contato com o virus da Mancha Branca (WSSV) em uma fazenda com alta incidéncia
da doenca. As PLs utilizadas nesse trabalho pertencem a uma linhagem SPF comercial de alta
performance de crescimento, sendo mantidas em ambiente sanitdrio monitorado para a presenca
de diversas doencas, incluindo a WSSV. Foram selecionados oito animais, ja pesando cerca de 6 g,

guatro deles com sintomas e quatro sem sintomas da doenca. Amostras de pledpodos e
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hepatopancreas dos oito animais foram coletadas, totalizando 16 amostras. Amostras de hemolinfa
foram submetidas a analises prévias de PCR Quantitativo em Tempo Real (qPCR) para a
confirmagdo da presenca/auséncia do virus, seguindo procedimento proposto por Silva et al.
(2011). A eficiéncia de amplificacdao RT-PCR foi determinada pelo método descrito por Pfaffl et al.
(2002) e a especificidade da amplificacdo foi confirmada pela andlise da curva de dissociacdo (Ririe
et al. 1997). Todos os tecidos coletados das 64 amostras utilizadas foram acondicionadas em RNA
later (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e mantidas em biofreezer (-80°C) para extracao

do RNA total.

2.2. Extragcdao de RNA, controle de qualidade e sequenciamento

Foram selecionados oito animais avaliados para rapido crescimento e quatro expostos ao
WSSV, totalizando 12 camardes a serem utilizados na montagem de novo e construcdo da
referéncia. Esse numero de amostras foi escolhido por conter um animal de cada uma das oito
familias avaliadas para rapido crescimento e amostras dos tecidos hepatopancreas e musculo de
individuos doentes e saudaveis (expostos ao WSSV). Dessa forma, a representatividade dos
transcritos foi maximizada permitindo também o aumento da cobertura do transcriptoma. A
extracdo de RNA total das 64 amostras de musculo e hepatopancreas foi realizada utilizando uma
versdao modificada do protocolo de Trizol®/cloroférmio (Chomczynski et al., 1995) seguida da
purificacdo com LiCl 7.5 M para eliminacdo de possiveis tracos de fenol. A quantidade foi verificada
em fluorometro Qubit (Thermo Fisher Scientific) e em espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific) e as amostras com razbes entre 1.8 — 2.2 foram consideradas suficientemente
puras. A integridade das amostras foi confirmada no equipamento BioAnalyser (Agilent
Technologies Inc,. Santa Clara, CA, USA), aquelas com valores de RNA Integraty Number (RIN) > 6

foram armazenadas a -80° C. Cada uma das amostras deu origem a uma biblioteca construida
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através do kit TruSeq RNA Library Preparation V2 (lllumina Inc). A quantificagdo das mesmas, antes
de serem carregadas no sequenciador, foi feita por qPCR com o Library Quantification Kit Universal
(KAPA Biosystems, Wilmington, MA, USA). As bibliotecas foram agrupadas e corridas em plataforma
[llumina HiSeq 2500 com 2 x 100 pb paired-end, utilizando-se o kit TruSeq SBS V3 (lllumina Inc.), no
Laboratério de Biotecnologia Animal, Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"-

Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP), Piracicaba-SP, Brasil.

2.3. Limpeza das sequéncias e montagem de novo

A qualidade dos dados brutos gerados apds sequenciamento foi visualizada no software
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (versdo 0.10.1). Todas as
reads foram filtradas por valor de qualidade 23 e 30 do Phred (QS) e comprimento minimo de 65 pb
utilizando o programa SeqyClean (v.1.9.9) (https://github.com/ibest/seqyclean). Esse programa
também remove sequéncias de contaminantes (primers e vetores) utilizando como base de dados o
Univec (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/univec/).

Apés a filtragem das reads, foi realizada a montagem da referéncia no software Trinity
(Grabherr et al. 2011). Para tal, 12 bibliotecas foram selecionadas para serem utilizadas na
montagem. As sequéncias foram normalizadas utilizando-se o script insilico_read_normalization.pl
do Trinity, com 50X adotado como valor minimo de cobertura. Para a montagem foi definido 300
pb como tamanho minimo dos contigs formados. Os pacotes CD-Hit (Li e Godzik 2006) e
DustMasker (Morgulis et al., 2006) foram utilizados para remover contigs redundantes com mais de
95% de similaridade e sequéncias de baixa complexidade, respectivamente. Apds a filtragem, os
contigs foram anotados contra a base de dados do SwissProt com valor de e-value maximo de
1e107. O conjunto completo de reads das amostras utilizadas ficara disponivel no NCBI Sequence

Read Archieve (SRA) em breve.
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O pacote TransDecoder (http://transdecoder.sourceforge.net/) foi utilizado na identificacdo
das regides codificantes candidatas dos contigs. O pipeline do  Trinotate
(https://trinotate.github.io/) foi utilizado para anotagdo das sequéncias através dos seguintes
bancos de dados: Uniprot (uniref90 + SwissProt) com valor de corte de 1e10”, Gene Ontology (GO)
(Ashburner et al., 2000) com os termos Processo Bioldgico, Funcdo Molecular e Componente
Celular do GO e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et al., 2012), com a

analise das principais vias metabdlicas encontradas.

2.4. Detecgdo dos Polimorfismos de Base Unica (SNPs)

As 48 amostras de animais avaliados para rapido crescimento e as 16 de camardes expostos
ao WSSV foram mapeadas contra a referéncia construida pelo pacote Trinity. No mapeamento, foi
utilizado o software Bowtie2 versdo 2.2.6 (Langmead e Salzberg, 2012). Os arquivos de alinhamento
foram utilizados para a identificacdo dos SNPs. O pacote Samtools (versdo 1.3) (Li et al., 2009) foi
utilizado para detectar os SNPs através do comando mpileup usando os seguintes parametros: -g -u
(calcular as probabilidades dos gendtipos e gerar um arquivo BCF ndo comprimido), -q20 (valor
minimo de qualidade de mapeamento para um alinhamento), -Q20 (valor minimo de qualidade de
uma base), -C50 (valor de qualidade de mapeamento minimo usada para desconsiderar reads com
muitos erros de alinhamento ou mismatches), -A (ndo ignorar pares de reads com problemas) e -B
(ndo habilitar um realinhamento probabilistico, evitando a deteccdo de falsos SNPs por erros no
alinhamento). Os SNPs foram chamados através do Bcftools (versdo 1.3) (Li et al., 2009). SNPs com
gualidade da base variante < 30 e soma da cobertura dos reads com alelos alternativos nas fitas
forward e reverse (DP4) < 10 foram excluidos das analises para evitar artefatos. Foram consideradas
nesse trabalho apenas as variantes com um minimo de 50% de frequéncia no total de 64 amostras.

O comando --max-missing 0.5 foi utilizado no vcftools (versdo 0.1.14) (Danecek et al., 2011) para
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filtrar os polimorfismos com frequéncia >= 50%. A taxa de transi¢Ges e transversdes foi calculada no
bcftools através do comando --stats. A Frequéncia do Menor Alelo (MAF) foi obtida através do

comando --maf 0.05 no vcftools.

3. Resultados e Discussao
3.1. Sequenciamento do transcriptoma e montagem de novo

Cerca de 30 milhGes de reads pareadas (29.376.967) foram trimadas para contaminantes e
sequéncias de rRNA ou de baixa qualidade, restando 28.654.475 (97.5%) fragmentos que
participaram da construcdo da referéncia. Foram obtidos 63.105 transcritos com tamanho médio
de 2.511 pb e N50 = 3.464 pb. Desse total, 22.989 (36%) apresentaram blastX hits no SwissProt
(Tabela 1). Foram considerados como unigenes os contigs filtrados para < 95% de similaridade e
isoformas apds a construgdo da referéncia. A porcentagem de unigenes com hits no SwissProt
encontrado nesse trabalho é superior ao observado para os transcriptomas de outras espécies de
camardes, como Macrobrachium rosenberguii (26.47%) (Rao et al., 2016) e Penaeus monodon
(11%) (Nguyen et al., 2016). Os parametros de tamanho médio e N50 dos contigs refletem a
gualidade da montagem aqui realizada, a qual apresenta valores superiores aos ja reportados em
outros transcriptomas de L. vannamei, como por exemplo, em Guo et al. (2013) com valores de
tamanho médio de 561 pb (N50 = 736 pb). Apds a eliminacdo dos contigs redundantes, sequéncias
de baixa complexidade e isoformas foram identificadas as regides codificantes candidatas restando
14.124 unigenes. Esses foram anotados contra o banco nr-NCBI (ndo redundante), no qual 11.256
(18%) retornaram hits, evidenciando um valor superior ao encontrado para P. monodon (13%) em
Nguyen et al. (2016). Foi realizada a anotacdo funcional contra a base do GO e identificacdo das vias

do KEGG no pacote Trinotate, cujos resultados estdo na Tabela 1.
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Tabela 1: Estatisticas das 12 amostras utilizadas para a construcdo da referéncia apds a
normalizacdo e filtragem no SeqyClean. Sdo mostradas também a avaliagdo do transcriptoma de

referéncia e a visdo geral da anotagao funcional dos transcritos contendo SNPs.

Transcritos das 12 amostras utilizadas na construgdo da referéncia apos filtragem no SeqyClean

Crescimento Saudaveis/Doentes (WSSV)
Tecido Musculo Musculo Hepatopancreas
(8 bibliotecas) (2 bibliotecas) (2 bibliotecas)
Tratamento M'a ‘o Mt.enor Saudavel Doente Saudavel Doente
crescimento crescimento
Fragmentos 1) 094.916  150.503.354 44.020.454 44.972.016 59.850.408 47.141.162
paired-end
Total 292 688.270 89.001.470 106.991.570
195.993.040
488.681.310
Transcritos das 12 amostras apds normalizagao no Trinity
Numero de reads apds a normalizacao 29.376.967
Numero de reads remanescentes apos filtragem de reads de baixa
qualidade e com adaptadores (Reads participantes da montagem da 28.654.475 (97.5%)

referéncia)

Andlise do Transcriptoma de referéncia

Total de transcritos gerados 63.105
Unigenes com blastX hits no SwissProt 22.989 (36%)
Tamanho médio 2.511 pb
N50 3.464 pb
Transcrito mais longo (pb) 20.601
Numero de transcritos > 1000 pb 27.887
Numero de unigenes ndo redundantes (trimagem de > 95% 20.943
similaridade e isoformas). Participaram da detec¢do dos SNPs
Numero unigenes ndo redundantes com ORFs 14.124
Anotacao funcional das proteinas no Trinotate
Unigenes com blastX hits (nr) 11.256 (18%)
SNPs (frequéncia >= 50%)
Unigenes com SNPs 3.572
Numero de SNPs 15.465
Unigenes com anotag¢do no GO e SNPs 2.575 (72%)
Unigenes com KEGG hits e SNPs 1.011 (30%)
No. KOs 897
Numero de vias metabdlicas do KEGG participantes 333

3.2. Detecgao dos SNPs
Um total de 15.465 potenciais SNPs (frequéncia >= 50%) foi identificado em 3.572 unigenes,

sendo 14.929 bi-alélicos e 536 multi-alélicos. O nimero médio de SNPs/unigene obtido foi de 4.3.
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Outros transcriptomas lllumina de crustaceos reportaram valores médios de 3.7 e 1.1 SNPs/unigene
para o caranguejo Eriocheir sinensis (Cui et al., 2013) e o camardao Macrobrachium nipponense (Jin
et al., 2013), respectivamente. Foram encontrados 15.009 (97%) SNPs com a Frequéncia do Menor
Alelo (MAF) >= 5%. Cerca de 28% dos SNPs apresenta o segundo alelo mais comum com frequéncia
de 0.45 a 0.5 nas amostras. A frequéncia encontrada indica que o conjunto amostral utilizado
apresenta um nuimero de locos heterozigotos com o segundo alelo mais frequente distribuido nas
amostras avaliadas. Esses dados sdo corroborados ao se analisar a heterozigosidade dos locos, dos
guais 3.356 (21%) sao heterozigotos.

O numero de SNPs por unigene variou de 1 a 70, com 874 (24%) unigenes contendo um
minimo de 5 SNPs/loco (Tabela S1 - Material Suplementar). Em relagdo a substituicdo de bases,
foram encontradas 10.387 transicdes (67%) e 5.078 transversées (33%). Entre todas as
substituicGes observadas, as transi¢cdes C/T foram as mais frequentes. As transversdes por sua vez,
apresentaram as taxas de G/C, G/T e A/C prdéximas, enquanto de A/T foi ligeiramente mais elevada
(Tabela 2). Uma possivel explicacdo para a maior quantidade de transicdes observada é um possivel
viés na alta taxa de desaminacdo do grupo metil da citosina, transformando-a em uma timina (C/T),
que é visto como G/A na fita reversa (Vignal et al., 2002). As transversGes aparecem em menor
nimero provavelmente devido as diferencas na estrutura molecular de purinas e pirimidinas e
numero de pontes de hidrogénio ligantes (Jin et al., 2013; Lv et al., 2014). A taxa de transicdes por
transversdes (ts/tv) foi de 2.02:1. E comum o encontro de uma maior taxa de transicdes em relacdo
as transversdes em transcriptomas de organismos aquaticos, como os camardes M. nipponense
(1.02:1) (Jin et al., 2013) e L. vannamei (2:1) (Yu et al., 2014) e o peixe Takifugu rubripes (1:0.59)
(Cui et al., 2014). No entanto, os dados gerados aqui contrastam com os do trabalho de Cui et al.
(2013), no qual o numero de transversGes superou o de transicbes no caranguejo E. sinensis, com

taxa tv/ts de 1.84:1. As estatisticas de cobertura de reads para cada SNPs foi calculada (Figura S1 -

-72 -



Material Suplementar), com média de 383 X, valores superiores aos encontrados em outros
estudos utilizando dados de RNA-seq de Illumina com L. vannamei presentes na literatura, como
em Yu et al., 2014, com média de cobertura de 44 X. Mais que 50% do total de SNPs identificado

apresentou cobertura maior que 500 X.

Tabela 2: Taxas de transigdes e transversdes observadas nos SNPs identificados no transcriptoma

de L. vannamei.

Tipo Transicoes Transversoes
Substituicdo CT GA AC AT GC GT
Total 5.353 (46.3%)  5.206 (45.0%) 1.317(11.3%) 1.844(15.9%) 1.027 (8.8%) 1.266 (10.9%)

Foram identificados 5.029 polimorfismos exclusivos para as amostras dos animais avaliados
para rapido crescimento, 6.529 para os expostos ao WSSV e 3.907 comuns a ambas as condi¢des

(Tabela S1 - Material Suplementar).

3.3. BlastX hits em espécies de artropodes encontrados nas bases do SwissProt

Apds o blast das sequéncias contra o banco de dados do SwissProt, foi dada maior énfase
a0s genes que apresentaram hits para espécies de artrépodes e com funcbes relacionadas a
desempenho, como crescimento e resisténcia a doencas. Dentre os principais marcadores
encontrados exclusivamente nas amostras dos animais avaliados para rapido crescimento estdo os
contidos nos genes: receptor de rianodina (RY44), miosina (MYSA), horménio juvenil esteroide
(JHE), quitina, integrantes de cuticula, pro-resilina (RESIL) e paramiosina (MYSP1). O numero de

SNPs por loco variou de 2 a 27 (Tabela 3). A proteina rianodina atua principalmente nos musculos e
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acredita-se que a sua fungdao dentro do grupo dos invertebrados seja conservada, sendo que no
nematelminto Caenorhabditis elegans mutag¢bes nesse gene resultaram em diminui¢do do
movimento muscular e crescimento lento (Maryon et al., 1998). Em Drosophila melanogaster,
estudos anteriores demonstraram que quando os receptores da rianodina sao bloqueados, ocorre
interrupcdo da contracdo muscular (Littleton e Ganetzky, 2000; Sullivan et al., 2000) e consequente
comprometimento da fun¢ao do musculo.

Na miosina, principal proteina constituinte dos musculos (Harrington e Rogers, 1984),
diversas variantes alélicas foram encontradas nos genes da cadeia pesada. Este alto polimorfismo
observado pode estar associado as distintas capacidades de contracdo das inUmeras variantes das
proteinas que compdem a miofibrila, incluindo principalmente a miosina (Jung et al., 2013). A
miosina, juntamente com a paramiosina, atua na formacdo das miofibrilas musculares, sendo
juntas responsaveis pela estabilizacdo do sarcémero (Liu et al., 2005). Existem evidéncias de que o
aumento na produc¢do de miosina e reorganiza¢ao das miofibrilas esteja associado ao crescimento
durante e apds a muda em camardes (Cesar e Yang, 2007; Li et al., 2014).

O gene JHE codifica o hormonio juvenil esteroide que atua no desenvolvimento sexual dos
artropodes e o seu precursor participa do controle de processos como muda, metamorfose e
reproducdo (Jindra et al,, 2013). E possivel que alguns dos polimorfismos encontrados aqui
confiram vantagens adaptativas, por exemplo, ao impedir a maturac¢ao sexual precoce e favorecer a
muda, resultando em animais que apresentam maiores taxas de crescimento (Shechter et al,
2008). As proteinas constituintes de quitina estdo entre as responsaveis pela digestdo do
exoesqueleto de quitina dos artropodes, possibilitando a ecdise e o crescimento do animal (Li et al.,
2015). Por sua vez, as proteinas integrantes da cuticula, como as observadas aqui, atuam na
producdo e enrijecimento de um novo exoesqueleto de quitina apds a muda (Zhang et al., 2014). O

enrijecimento precoce da cuticula ou o desenvolvimento de um exoesqueleto de tamanho menor
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gue o esperado prejudicam o crescimento do animal (Li et al., 2015). Sendo assim, a existéncia de
variantes alélicas nesses genes pode influenciar no ganho de peso nos animais e
consequentemente no crescimento corpéreo. Em relagdo a resilina, sabe-se que esta proteina é
constituinte da cuticula dos artrépodes e que quando o gene que a codifica é silenciado ha um
atraso significativo na muda, prejudicando o crescimento, como observado no lagostim Cherax
quadricarinatus (Tynyakov et al., 2015).

Os SNPs exclusivos das amostras de camardes expostos ao WSSV, se encontram
principalmente nos genes da cadeia pesada de dineina (DYHC), hemocianina B (HCYB) e C (HCYC),
estresse térmico 22 (HSP22) e 67B2 (HS6B), fator anti-lipopolissacarideo (ALFs), lectinas tipo C,
Sparzle 3 (Spz3), crustina, crustacianina 1 (CRA1) e 2 (CRA2) e resposta viral. O numero de
polimorfismos variou de 1 a 33 por loco (Tabela 3). A dineina é uma das proteinas motoras do
citoesqueleto, sendo o movimento produzido pela cadeia pesada da proteina (Asai e Koonce,
2001). E possivel que alguns dos polimorfismos encontrados nesse trabalho estejam relacionados a
fagocitose no citoesqueleto, com algumas variantes podendo acarretar em alguma vantagem
imunolégica. Em artrépodes, uma das formas mais comuns de defesa contra micro organismos
oportunistas é a endocitose com a consequente encapsulacdo e destruicdo do patdgeno
(Wongpanya et al., 2007).

As proteinas hemocianina, crustina e crustacianinas possuem ampla a¢do contra virus,
especialmente o WSSV, atuando em respostas ao estresse e sobrevivéncia do animal (Fan et al.,
2016), na aglutinacdo do patdégeno na hemolinfa e lise celular (Shockey et al., 2009; Zheng et al.,
2016). Por sua vez, as lectinas atuam no reconhecem do patdgeno através de estruturas
moleculares especificas da molécula (Song et al., 2010). Assim, os polimorfismos identificados
nesses genes podem se constituir numa importante fonte de informagao para estudos futuros que

avaliem a associacdo dessas variantes com a resposta imune.
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Variantes alélicas em genes responsaveis pela resposta imune sdo esperadas, uma vez que
alguns polimorfismos podem favorecer o reconhecimento mais eficiente do patégeno, conferindo
vantagens adaptativas. Por ndo possuirem uma memaria imunoldgica, dependem majoritariamente
de suas proteinas atuantes na defesa contra patdgenos e dos polimorfismos presentes em seus
respectivos genes. Estas variantes podem fornecer resultados mais eficientes na defesa contra
patégenos em comparacdo a outros individuos da mesma espécie que n3do as possuem
(Tassanakajon et al., 2014). A estrutura molecular das proteinas dessa natureza evolui de acordo
com a evolugdo dos micro organismos oportunistas em que entram em contato, sendo uma
possivel justificativa para os polimorfismos encontrados aqui nos genes de proteinas imunes
(Antony et al., 2011; Imjongjirak et al.,, 2011). Um exemplo dessa evolugao constante pode ser
observado nos fatores anti-lipopolissacarideos (ALF), nos quais é necessario uma grande
especificidade na ligacdo entre a molécula de ALF e a estrutura molecular do patdgeno, resultando
em uma alta diversidade de sequéncias na proteina, com iniumeras isoformas (Tassanakajon et al.,
2014) (Tabela 3). Foram identificados variantes também no gene da proteina Spatzle 3, cuja funcao
esta relacionada a ativacdo da via metabdlica Toll, importante no recrutamento de peptideos
antimicrobianos, como os ALF e as crustinas, em artrépodes (Shi et al., 2013; Wang et al., 2012). As
variantes observadas podem influenciar no reconhecimento de patégenos especificos, como o
WSSV, que é alvo da proteina Spz3, conferindo vantagens adaptativas aos animais. Outros genes
polimdrficos encontrados aqui sdo os das proteinas de estresse térmico HSP22 e HS6B. Proteinas
dessa natureza estdo ligadas a situacGes de estresse severo desencadeado perante perturbacdes
ambientais as quais os animais estdo expostos (Feder, 1999).

Também foram encontrados SNPs comuns a ambas as condi¢cbes de crescimento e
exposicdo ao WSSV, em genes como os das proteinas crustacianina, estresse térmico 60, ALF,

coagulante de hemolinfa e peneidina (Tabela 3). A coagulacdo da hemolinfa é um dos principais
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mecanismos de defesa contra micro organismos oportunistas adotado pelos crustaceos, com a
consequente interrupcao na proliferacdo do patégeno (Cheng et al., 2008). As peneidinas sdo
exclusivas da familia dos peneideos e fornecem uma proteg¢dao sistémica ao organismo contra
bactérias gram-positivas e alguns fungos, além de serem encontradas em diversos tecidos, como
hemacitos, musculo e cuticula (Cuthbertson et al. 2004; Du e Jin, 2015). J4 é conhecida a relacdo
antagobnica entre crescimento e imunidade em camardes (Argue et al., 2002; Cock et al., 2009).
Dessa forma, é interessante que os locos envolvidos nessas caracteristicas sejam selecionados
juntos a fim de que os animais submetidos a programas de melhoramento apresentem boas taxas
de crescimento e em paralelo, quando expostos a patdgenos, apresentem respostas imunes
eficientes. Os SNPs comuns as condicdes de crescimento e exposicao a Sindrome da Mancha Branca

encontrados aqui sdo potenciais marcadores a serem utilizados na aquicultura.
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Tabela 3: Locos com maior numero de SNPs exclusivos para as amostras de rapido crescimento,
exposicdao ao WSSV e comuns a ambas as condigdes com hits para espécies de artropodes. Sdo

detalhados o nome da proteina e o nimero de SNPs/loco.

Proteina No. SNP/loco
Crescimento

Receptor de rianodina (RY44) [Drosophila melanogaster] (Q24498) 27

Miosina (MYSA) [Drosophila melanogaster] (P05661) 25

Hormonio esteroide juvenil (JHE) [Pandalopsis_japonica]

Quitina desacetilase [Tribolium_castaneum]

Integrante da cuticula (CU04) [Homarus americanus] (P81388)

Pro-resilina (RESIL) [Drosophila melanogaster] (Q9V7U0)

9
9
Integrante da cuticula (CU03) [Homarus americanus] (P81387) 5
2
4
2

Paramiosina (MYSP1) [Drosophila melanogaster] (P35415)

Imunidade

Cadeia pesada de dineina (DYHC) [Drosophila melanogaster] (P37276) 33

N
~N

Hemocianina cadeia C (HCYC) [Panulirus interruptus] (P80096)

[EN

Hemocianina cadeia B (HCYB) [Panulirus interruptus] (P10787)

N
[y

Proteina de estresse térmico (HSP22 [Drosophila 0 melanogaster] (P02515)

Proteina de estresse térmico 67B2 (HS6B) [Drosophila melanogaster] (P22978)

©

Fator anti-lipopolissacarideo (ALPS) [Portunus trituberculatus] (COKIQ4)

[EnY
o

Fator anti-lipopolissacarideo isoforma 5 [Fenneropenaeus chinensis]

Lectina tipo C [Portunus_trituberculatus]

Lectina tipo C [Fenneropenaeus chinensis]

Lectina tipo C [Penaeus monodon]

Lectina 5 tipo C [Fenneropenaeus_merguiensis]

Lectina 3 tipo C [Fenneropenaeus_merguiensis]

Lectina 1 tipo C [Litopenaeus vannamei]

Sparzle 3 (Spz3) [Litopenaeus vannamei]

Crustina tipo 1 [Panulirus_japonicus]

Crustina tipo 2 [Panulirus_japonicus]

Provavel crustina [Litopenaeus vannamei]

Crustina-PI 2 [Pacifastacus_leniusculus]

Crustacianina 1 (CRA1) [Homarus americanus] (P58989)

Crustacianina 2 (CRA2) [Homarus americanus] (P80007)

RIRI RPN WIN VR RPRIWW|IR[D™IDN

Resposta viral [Penaeus monodon]

Crescimento e Imunidade

Miosina (MYSA) [Drosophila melanogaster] (P05661) 92

Crustacianina subunidade A2 [Homarus gammarus] (P80007) 15

Anti-lipopolysaccharide factor [Portunus trituberculatus (COKJQ4) 12

60 kDa heat shock protein, mitochondrial [Drosophila melanogaster] (002649) 10

Hemolymph clottable protein [Penaues monodon] (Q9U572) 10

Penaeidin-3c [Litopenaeus vannamei] (P81060) 7
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Os animais utilizados neste trabalho foram todos obtidos de um ambiente cativo e alguns
expostos a um patégeno letal, o que certamente desencadeia respostas ao estresse em seus
organismos. Caracteristicas relacionadas a desempenho geralmente apresentam niveis mais
elevados de diversidade genética quando comparadas as ndo relacionadas. Essa hipdtese é
suportada principalmente pelos tracos de fitness serem controlados por um numero grande de
locos e ao se considerar as frequéncias mutacionais desses inimeros locos (Houle, 1992). Muitas
vezes as mutacdes acumuladas sdo um reflexo de um ambiente especifico em que os organismos
vivem, os quais podem ser adaptacdes particulares para uma determinada populacdo (Merila e

Sheldon, 1999).

3.4. Anotagdo funcional no GO e anadlise de vias metabdlicas

Cerca de 11.250 unigenes apresentaram blastX hits no nr-NCBI dentre os 14.124 alinhados.
Apds a deteccdo dos SNPs, foram observados 3.572 unigenes contendo SNPs (frequéncia >= 50%),
com 2.575 retornando hits (72%) contra o banco de dados do GO (Tabela S2 - Material
Suplementar). A anotacdo funcional no GO no nivel 2 retornou 3.607 termos Unicos da categoria
Processos Bioldgico (PB), sendo os mais frequentes: transcricio (G0:0006351), traducdo
(GO:0006412), catabolismo de ATP (GO:0006200), apoptose (GO:0006915) e transporte de
proteinas (GO:0015031). Para Fung¢do Molecular (FM) com 1.433 hits Unicos, aparecem os papéis
envolvidos com a ligacdo de: ions (GO:0046872); ATP (G0:0005524); DNA (G0:0003677) e RNA
(G0O:0003723) e constituinte do ribossomo (GO:0003735) e musculo (GO:0008307). Em relacdo ao
Componente Celular (CC) foi possivel a identificacdo de 696 termos Unicos constando entre os mais
frequentes o citoplasma (G0O:0005737), nucleo (GO:0005634), membrana celular (GO:0016021) e

mitocondria (GO:0005739) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo dos termos do GO encontrados do nivel 2 para as categorias Processo
Bioldgico, Funcdo Molecular e Componente Celular. O eixo y representa o numero de locos que

compode cada termo do GO e o eixo x as trés categorias desse banco de dados.

Em relagdo aos genes com um minimo de 10 SNPs/loco e hits no GO, Processos Bioldgicos
como traducdo (GO:0006412), contracdo (G0O:0006936) e desenvolvimento (G0O:0007517)
musculares, montagem da miofibrila (G0O:00030239), montagem (G0:0030241) e organizacao
(G0O:0031033) do filamento de miosina, locomoc¢do (GO:0040011), diferenciacdo da célula muscular
(G0O:0042692) e organizacdo do sarcomero (G0:0045214) aparecem descritos nos genes mais
polimdrficos. Como funcdo Molecular destaca-se o papel de constituinte do musculo (GO:0008307).
Com base no foco dado aos genes com mais variantes alélicas que compdem os termos do GO (Yu

et al, 2014), eventos celulares relacionados a funcBes musculares e traducdo aparecem
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prioritariamente, sugerindo que estes genes podem estar envolvidos em eventos de desempenho,
como o crescimento. Dentre os principais locais de acdo dos genes mais polimodrficos estao
citoplasma (G0:0005737), mitocondria (GO:0005739), membrana (G0:001602) e sarcoOmero
(GO:0030017) (Tabela S3 - Material Suplementar).

Ao se realizar a procura das sequéncias de proteinas preditas para L. vannamei contra a
base de dados do KEGG, foram encontrados hits para 1.011 (30%) unigenes com SNPs, consistindo
em 897 KEGG Orthology (KO) unicos distribuidos em 333 vias mapeadas na base do KEGG (Tabela
S4 - Material Suplementar). A porcentagem de hits contra o KEGG encontrada aqui foi condizente
com valores reportados em outros trabalhos, como em Cui et al. (2014) em que, por exemplo, 31%
dos unigenes com SNPs apresentaram KEGG hits para o peixe T. rubripes, sendo a mesma taxa
observada para o camardao M. nipponense (lin et al., 2013). Em relacdo ao numero de vias
mapeadas no KEGG, o valor encontrado aqui foi superior a outros transcriptomas L. vannamei,
como em Yu et al., 2014 em que foram totalizadas 240 vias mapeadas no KEGG.

Merecem destaque as seguintes vias com seus respectivos nimeros de KOs identificados:
ko01100 vias de metabolismo (346), ko01110 biossintese de compostos secundarios (98), ko04141
processamento de proteina pelo reticulo endoplasmatico (54), ko01200 metabolismo de carbono
(49), ko03010 ribossomo (44) e ko04144 endocitose (37) (Figura 2). Esses resultados concordam
com a anotacao do GO ja descrita anteriormente aqui, na qual Processos Bioldgicos como traducao,
transporte de proteinas e apoptose, além de Componentes Celulares como citoplasma e
mitocondria estdao entre os termos do GO mais comuns encontrados nesse trabalho. O niumero de
KOs nas vias de metabolismo, biossintese de compostos secundarios, processamento de proteinas
pelo reticulo endoplasmatico, ribossomo, e transporte de RNA sugerem um metabolismo elevado
de proteinas e carboidratos para a producdo de energia. Esse cenario ilustra produtos que podem

estar sendo empregados em processos como crescimento e defesa imunoldgica. Os animais
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avaliados aqui foram submetidos a sele¢do para rapido crescimento, o que caracteriza a intensa

demanda por proteinas e energia para o ganho de peso. Além disso, o fato de parte das amostras

ter sido exposta ao WSSV favorece a expressao de genes relacionados a respostas imunes. Um

exemplo disso é presenga de proteinas/enzimas encontradas nesse trabalho pertencentes a vias

relacionadas a metabolismo e defesa, como a endocitose. A fagocitose, um dos tipos de endocitose,

é um dos mecanismos de defesa contra patdgenos usados pelos crustaceos contra virus e bactérias,

no qual estes sdo englobados pela célula, inativados e destruidos (Cerenius et al., 2008; Liu et

al.,2014).

400
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200
150
100

Numero de KOs

346

54 49 45 45

44 42 40 39 37 35 34

Figura 2: Distribuicdo do top 15 das vias mapeadas no KEGG. O eixo x representa as vias

encontradas e o eixo y mostra o nimero de KO para cada via correspondente.

No entanto, a distribuicdo dos KOs ao longo das vias mapeadas variou muito, como pode ser

visto pelo nimero de vias com correspondéncia encontrada (Tabela S4 - Material Suplementar),
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sendo que a maioria apresentou hits com processos e/ou doengas nado aplicaveis aos invertebrados,
nao sendo possivel uma extrapolagao de fungdo para os crustaceos. A auséncia de um genoma de
referéncia e o numero ainda reduzido de estudos de transcriptomas em crustdceos restringe,
portanto, o entendimento mais detalhado do papel de algumas proteinas dentro de vias

metabodlicas especificas.

Consideracgoes finais

A montagem de novo do transcriptoma de tecidos de individuos de L. vannamei possibilitou
a identificacdo de SNPs em genes importantes relacionados a crescimento e imunidade nos
crustaceos. Uma grande variedade de genes com potenciais fun¢des relacionadas ao fitness do
animal apresentaram diversas variantes alélicas. Além disso, foram identificados SNPs exclusivos
para as amostras dos camardes avaliados para rapido crescimento e para a exposicao ao WSSV,
além de polimorfismos comuns a ambas as condi¢des. Dessa forma, os dados gerados aqui
acrescentam informacgdes relevantes ao transcriptomas de peneideos, uma vez que estudos
reportando SNPs detectados através de NGS em L. vannamei ainda sao raros na literatura. Os
achados do presente trabalho podem ser aplicados na aquicultura em estudos de associacao

gendtipo X fendtipo que visem a Selecdo Assistida por Marcadores (MAS).
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Figura S1: Gréfico ilustrando os intervalos de cobertura das reads utilizadas na detec¢do dos SNPs (Pag. 149).

Tabela S1: SNPs exclusivos das amostras dos animais avaliados para rapido crescimento, expostos ao WSSV e comuns a
ambas as condigbes. Também é mostrado o nimero de locos com SNPs para cada condicdo e o nimero de SNPs/loco.
(Disponivel no arquivo anexado)

Tabela S2: Anotacdo dos unigenes contendo SNPs no Gene Ontology. (Disponivel no arquivo anexado)

Tabela S3: Genes com mais de 10 SNPs/loco que compdem os termos do GO Processo Bioldgico, Fungdo Molecular e
Componente Celular. (Disponivel no arquivo anexado)

Tabela S4: Anotacdo dos unigenes contendo SNPs no KEGG. (Disponivel no arquivo anexado)
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Resumo

Um dos principais problemas enfrentados pela carcinicultura é o prejuizo no crescimento
dos animais, devido a diversos motivos, como por exemplo, situacdes de estresse. Na busca de uma
solucdo, torna-se necessdrio o crescente conhecimento de informacdo molecular sobre tais
propriedades bionémicas, como o processo de ganho de peso. Com esse propdsito, este estudo
avaliou o transcriptoma obtido via sequenciamento do RNA (RNA-seq) de individuos de Litopenaeus
vannamei submetidos a um programa de selegao para rapido crescimento, visando identificar
proteinas envolvidas no processo de crescimento dos crustdceos e verificar possiveis diferencas

entre os perfis de expressdo dos genes induzidos em animais de alto e baixo desempenho de
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crescimento. Para tal, uma analise de expressao diferencial foi realizada para a identificagdo dos
genes diferencialmente expressos (DE) em camardes com maior e menor média de peso corporal.
Foram encontrados 207 genes DE, sendo 162 (78%) up-regulated para alto e 45 (22%) para baixo
crescimento (FDR < 0,05), com 95 genes DE exclusivamente expressos nos animais maiores.
Destacaram-se majoritariamente genes relacionados a ecdise, como quitinases e proteinas
constituintes da cuticula dos artréopodes. Apds o enriquecimento funcional no Gene Ontology (GO),
dez termos foram considerados enriquecidos. Os resultados descritos aqui vao contribuir
significativamente para o avan¢o de uma drea com pouca informagdo genOGmica conhecida e
disponivel, servindo de fonte para futuras investigacGes sobre bases moleculares relacionadas ao

crescimento em crustdceos.

Palavras-chave: L. vannamei,Transcriptoma, Quitinase, Cuticula, Ecdise, Expressao Génica.

1. Introducao

Um dos principais problemas da carcinicultura mundial é o prejuizo observado no
desempenho dos animais devido a diversos fatores externos que influenciam o crescimento, como
temperatura, pH e condicBes gerais estressantes do ambiente (Jung et al., 2013; Chen et al., 2015).
No cultivo de camardes, espera-se obter animais com maior tamanho corpdreo e saudaveis,
embora ja seja conhecido que uma grande parcela da energia que deveria estar sendo utilizada no
crescimento e reproducdo, por exemplo, acaba sendo desperdicada devido a condicGes
desfavoraveis nos tanques de cultivo (Rao et al., 2016). Algumas etapas envolvidas no crescimento
dos artrépodes, como o processo de muda ou ecdise, de modo geral, sdo bem conhecidas. Durante
essa fase os animais perdem o exoesqueleto de quitina antigo e o substituem por um novo e maior,
permitindo o crescimento no periodo pds-ecdise e entre as mudas (intermudas) (Yudkovski et al.,
2007; Zhang et al., 2014). No entanto, muito pouco ainda é conhecido sobre o mecanismo de acdo
de genes e proteinas determinantes para o crescimento dos crustaceos (Lv et al., 2014; Zhang et al.,

2014).
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Nos ultimos anos, as técnicas de sequenciamento em larga escala ou High Throughput
Sequencing (HTS), como o sequenciamento completo do transcriptoma (RNA-seq) tem possibilitado
a descoberta de novos transcritos e as fungdes moleculares envolvidas em muitas caracteristicas de
interesse econémico, como crescimento e sobrevivéncia (Ghaffari et al., 2014; Valenzuela-Miranda
et al., 2015), principalmente para grupos sem genoma de referéncia, como os camardes. Individuos
de Litopenaeus vannamei pertencentes a familias de maior e menor crescimento, criados sob as
mesmas condicdes, foram coletados e uma analise de expressao diferencial foi realizada, com o
objetivo de identificar os genes induzidos na comparacdo entre as condi¢des de maior e menor
crescimento, além de apontar algumas das proteinas relacionadas a desempenho nos camardes. Os
resultados encontrados aqui trazem um conjunto de genes DE relacionados a crescimento em
ambas as condicdes, acrescentando dados transcriptomicos importantes em uma area da fisiologia

dos peneideos em que pouca informacao é conhecida.

2. Material e Métodos
2.1. Coleta de amostras e preparagao das bibliotecas
A extragdo e sequenciamento de RNA, construgao das bibliotecas e anotagao dos transcritos

estdo descritas no Capitulo 3.

2.2. Genes Diferencialmente Expressos (DE)

Para a andlise de genes diferencialmente expressos foi utilizado um total de 48 amostras de
camaroes Specific Pathogen Free (SPF) submetidos a um programa de melhoramento genético para
rapido crescimento na empresa Genearch, localizada no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.
Destes, 24 camardes pertenciam a quatro familias com as maiores médias de peso em gramas (alto

crescimento), enquanto os outros 24 provieram de quatro familias com as menores médias de peso
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(baixo crescimento). No periodo da coleta, as familias foram amostradas com peso variando de 0.99
— 1,91 g (Tabela 1) e cada uma estava representada em triplicata. As médias de peso das familias de
alto e baixo crescimento foram consideradas estatisticamente diferentes apds a realizagdo de um
teste-t: alto crescimento (média = 1.74, desvio padrao = 0.13), baixo crescimento (média = 1.22,
desvio padrdo = 0.17), t = -4.69, p = 0.003 (bicaudal). Foram coletados seis camardes de cada
familia, sendo dois de cada uma das triplicatas, totalizando seis animais por familia e 24 animais
para cada um dos grupos analisados (Figura 1). Os reads das amostras utilizadas nas duas
comparacoes foram mapeados contra a referéncia construida pelo Trinity, versdo 2.1.1 (Grabherr et
al., 2011), utilizando-se o software Bowtie2, versdo 2.2.6 (Langmead e Salzberg, 2012). Um maior

detalhamento pode ser encontrado no Capitulo 2.

Batch = 20 familias

Maior média Menor média
de peso Pré-engorda de peso
A B C D E F G H
6 6 6 6 6 6 6 6
t ]| |
24 animais 24 animais
ALTO crescimento BAIXO crescimento

Voo

Analise de expressao diferencial

edgeR/Bioconductor R .
geR/ Alto X Baixo

Crescimento

Figura 1: Esquema do desenho amostral dos 48 animais utilizados na andlise de expressao

diferencial no edgeR, para identificacdo dos genes DE entre Alto e Baixo crescimento.

-93 -



Tabela 1: Peso médio, em gramas, das familias avaliadas para alto e baixo crescimento no momento

da coleta na fase de pré-engorda.

Condicao de crescimento Familias Peso (g)
Baixo A 1.39
Baixo B 1.31
Baixo C 1.20
Baixo D 0.99
Média 1.22
Alto E 1.91
Alto F 1.76
Alto G 1.71
Alto H 1.58
Média 1.74

2.2.1. Comparagao entre as condi¢Oes de alto e baixo crescimento

Para identificacdo dos genes diferencialmente expressos (DE), as condi¢cOes de alto e baixo
crescimento foram comparadas no pacote edgeR (Robinson et al., 2010) implementado no
software R/Bioconductor (versdo 3.2, Gentleman et al., 2004; Love et al., 2015). O modelo adotado
considerou como Unico fator o crescimento dos animais. Sendo assim, as dispersdes foram
estimadas utilizando-se a funcdo estimateDisp(). Os dados foram ajustados de acordo com a
distribuicdo binomial negativa do Teste Exato com a func¢do exactTest(). Foi avaliada a diferenca nos
niveis de expressao dos genes dos animais de menor crescimento sobre os de maior crescimento,
utilizando-se os animais pertencentes as mesmas familias como réplicas biolégicas. Os valores de
log2-FoldChange (log2FC) e seus respectivos p-values foram calculados. Os valores de p-value
ajustado ou False Discovery Rate (FDR), corrigido pelo método de Benjamini-Hochberg (BH)
(Benjamini e Hochberg, 1995) foram obtidos, sendo que genes com FDR < 0.05 foram considerados
diferencialmente expressos. Um heatmap dos 40 genes com menor valor de p corrigido foi plotado

para ilustrar a diferenca no perfil de expressao desses genes nas condicGes de alto e baixo
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crescimento, utilizando-se os dados das contagens normalizados, sendo representado, no caso do

edgeR, o log2 das contagens por milhdo (logCPM).

2.3. Enriquecimento funcional no Gene Ontology (GO)

A anotacdo funcional das regides codificantes dos transcritos da referéncia preditas pelo
Transdecoder foi realizada pelo Trinotate (https://trinotate.github.io/). No pipeline do Trinotate,
homologias nas sequéncias foram procuradas no banco de dados do Uniprot e posteriormente as
categorias Processo Biolégico, Funcao Molecular e Componente Celular do Gene Ontology (GO)
(Ashburner et al., 2000) foram atribuidas. Os termos do GO enriquecidos no conjunto de genes DEs
foram detectados através do pacote GOseq, v. 1.24.0 (Young et al., 2010), implementado no pacote
R. As categorias do GO enriquecidas foram calculadas utilizando-se a aproximacdo de Wallenius
(Wallenius, 1963) e os p-values foram ajustados através do método de BH. As categorias com p-

value ajustado (FDR) < 0.1 foram consideradas como enriquecidas.

3. Resultados
3.1. Genes induzidos na comparacao entre animais de Baixo X Alto crescimento

As 24 amostras de alto crescimento tiveram 831.930.442 reads mapeados, enquanto o
ndmero para as 24 amostras de baixo crescimento foi de 796.126.113. Isso totaliza 1.628.056.555
(96%) reads mapeados das amostras contra os 1.697.401.992 reads po6s-filtragem das 48 amostras
(Tabela S1 — Material Suplementar). Foram encontrados 207 genes DE (Tabela S2 - Material
Suplementar), sendo 162 (78%) up-regulated para alto e 45 (22%) para baixo crescimento (FDR <
0,05) (Figura 2). Dentre os principais genes induzidos estdo os (i) relacionados a crescimento e
processo de muda (endoquitinase, constituintes da cuticula, ENSANGP00000021035-like e
hormonio juvenil - JHE) e metabolismo de carboidratos (Pré-resilina, e transportador de trealose) e
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(ii) imunidade (lectina, crustacianina, peptideo antimicrobiano e fator anti-lipopolissacarideo) e
estresse (Proteinas de estresse térmico) (Tabela 2). Além disso, ao se verificar a contagem dos
reads mapeados contra a referéncia, observou-se que dentre os 207 genes DE encontrados, 95
(46%) sao exclusivos para alto crescimento. Dentre os genes DE exclusivos, nove possuem proteinas
conhecidas em artrépodes, destacando-se as proteinas integrantes de cuticula, endoquitinase, pro-
resilina e transportadora de trealose entre as relacionadas a desempenho, e as lectinas 2 e 3
envolvidas na resposta imune (Tabela 2). Todos os genes dessas proteinas mostraram-se
fortemente induzidos para a condicdo de alto crescimento (valores de log2FC variando de -12.26 a -

7.81).

logFC
0
|

Average logCPM

Figura 2: MA plot resultante da comparacdo entre alto (log2FC negativos) e baixo (log2FC positivos)
crescimento. Os genes DE significativos sdo representados pelos pontos vermelhos (FDR < 0.05). Média dos

valores de log2FC = 5.07 (linhas azuis).
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Tabela 2: Genes candidatos envolvidos no ganho de peso e imunidade inata nos artréopodes na
comparacao alto (log2FC negativos) e baixo (log2FC positivos) crescimento. Sdo mostrados também

os genes DE exclusivos para alto crescimento (*).

Contig ID No. acesso Proteina Simbolo log2FC crggcr;::ii(:ods -
& UniprotKB dogene FDR<0.05 P
regulated
Crescimento e ecdise e metabolismo de agucares

*locus 23910  Q7MaFa  |rotéinasgAbd-lestrutural -12.2685 Alto

da endocuticula

*Locus_22711 11.3377 Alto

= P36362 E it N/A
*Locus_3996 3636 ndoquitinase / 29.9491 Alto
Proteina da cuticula .

Locus_27571.  P81579 1aoa N/A 5.0517 Baixo

locus_ 15931  P81578 Proteina da cuticula N/A 2.1295 Baixo
- AM1239 '

Llocus_11821  Q20AS9  ENSANGP00000021035-like N/A 3.4640 Baixo
Locus_31558  F5A5Q6 Carbox"eStf;aEse' provavel CXE1 -11.7558 Alto
Locus_23346 AOAQ023EFA Indutor do hormonio juvenil N/A 2 6354 Baixo

6 (JHE)

*Locus_16512 -10.8468 Alto
Locus_9969 Q9V7U0 Pré-resilina -9.8301 Alto
*Locus_755 RESIL -8.1978 Alto

*Locus_31894 -7.8168 Alto

*Locus_34246 ili -10.5516 Alto

_ BOWCA6 Facilitador do transporte de TRET1
Locus_25317 trealose -2.1402 Alto
Resposta immune e estresse

*Locus_23169  BSR3LO Lectina 2 tipo C N/A ~10.1299 Alto

*Locus_22973  I6W5B6 Lectina 3 Lec3 ~8.1098 Alto
Locus 17093  I6ZAWS Precursor tipo 1 de cruslb  -10.8047 Alto

peptideo antimicrobiano

Locus 21425  COKJQ4 Fator lipopolissacarideo ALF -1.9766 Alto

(ALPS)
Locus 26180  P22978 Proteina de estresse Hsp67Bb  -5.4704 Alto
térmico 67B2
' D
locus 30488  QSR7D3  roteina’OkDadeestresse oo, -1.9323 Alto
térmico 1
locus_31128  P02515 Proteina de estresse HSP22 1.2858 Baixo
térmico 22
i 2
Locus_30970  P80007 Subunidade A2 da N/A -2.4706 Alto

crustacianina
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http://www.uniprot.org/uniprot/I6ZAW5

Locus_755.0{BlastHijgh75026432|spiQ8V7U0. 1[RESIL_DROME

Locus_16512 0{BlastHitjgh{75026432|spiQoV7U0. 1 JRESIL_DROME
Locus_27467.0_Tripartite_motil-containing_protein_2_[Crassostrea_gigas]

Locus_38772 0{BlastHit|gi728859(spiQ06527. 1|ANKH_ALLVD
Locus_3367,0_unnamed_protein_product_[Oncortynchus_myklss)
Locus_17128.0_PREDICTED arytsultatase B-ike [Aplysia_califomica)
Locus_12483.0_hypothetical_protein_X777_10321_[Cerapachys_|
Locus_23910.0{BlastHit|giid 76054 14|spiQ7M4F4,1|CUD1_SC
Locus_§969.0|BlastHitigi[75026432jsplQ9VTUO. 1|RESIL_DROME (—
Locus_83860.0_Sodium/hydrogen_exchanger 2 [Pteropus_alecto)
Locus_9518.0_PREDICTED uncharacterized_protein LOCE59018_[Tribolium_castaneum)
Locus_31558.0_JHE.Jike_carboxylostorase_1_[Pandalopsis_japonica) e
Locus_30497.0_Ninein-ike_p _[Zootermopsis_nevadensis)
Locus_2465.0_PREDICTED_nucleobindin-1-like_|Metaseiulus_occidentalis)
Locus_11935.0_hypothetical_protein_L798_01417,_partial_[Zootermopsis_novadensis)
Locus_17125.0_down_syndrome_celi_adhesion_molecule_|[Pacitastacus_leniusculus)
Locus_3996.0[BlastHitigi|544013sp|P36362. 1)CHIT_MANSE
Locus_39158.0_Selenocysteine_lyase [Crassostrea_gigas]
Locus_11705,0{BlastHit|giiS8566103|spiO8VHIS, 1[TM11D_RAT
Locus_5243.0/BlastHitigi|1 17612jsp|P04813,1)CTR2_CANFA
Locus_2428.0_nicotinic_acetyicholine_receptor_subunit_aipha_10_{Pandalopsis_japonica)
Locus_19780.0{BlastHitjgit341940516spiQULB4 3ICUBN_MOUSE
Locus_17093.0_antimicrobial_peptice type 1 precursor Il [Pandalopsis_japonica)
Locus_30562.0_Ran_GTPase-activating protein_1_[Zoot psis_nevadensis]
Locus_34656.0_PREDICTED_uncharacterized_peotein_LOC101240642_[Hydra_vuigasis]
Locus_39538.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC100207753_[Hydra_vulgaris]
Locus_21456.0{BlastHit|gi|182705256/sp|P 18172 4OHGL_DROPS
Locus_42217.0_hypothetical_protein_CAPTEDRAFT_201987_[Capiteila_teleta)
Locus_19270.1|BlastHit|gi{81876135|spjQBC255.1DPEP2_MOUSE
Locus_17114.0_PREDICTED_WAP_fourdisulfide_ccre_domain_peotein_2_[Trichechus_manatus_|as
Locus_33872.0_RABS.Interacting_golgin_{Zootermopsis_nevadensis)

Locus_16502 0{Blastitjgii3 10768 19{spiOBUWAS, 3|CAH2_TRIHK
Locus_2430,0_hypothetical_protein_L798_02724_[Zootermopsis_nevadensis)
Locus_30636.0{BlastHitigi1 72044825{spjQIULHO.3KDIS_HUMAN

Locus_16502 O{BlastHitjgi1 185729231spjQ3SZX4 . 31CAH3_BOVIN
Locus_16948.0{BlastHitjgil113750spiP 15684, 2JAMPN_RAT
Locus_22711.0{BlastHit|gi544013|spiP36352.1|/CHIT_MANSE
Locus_26643.0_PREDICTED_zinc_finger MYM-type_protein_1-ike_[Loxodonta_africana)
Locus 24802 0{BlastHitjg48428798|spiQ91993.1|BCOO1_CHICK
Locus_18704.0_PREDICTED nucteclin_[Anclis_carolinensis]
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Figura 3 (Pagina 98): Representacdo dos 40 genes com menor valor de p-ajustado para a
comparag¢do entre os animais de alto (High) e baixo (Low) crescimento, utilizando-se os dados das
contagens normalizados (logCPM). Notam-se genes mais expressos (quadrados vermelhos) apenas
para a condigdo de maior crescimento. As setas pretas representam os genes mais induzidos nos
animais de alto crescimento. A cor verde representa as amostras em que esses 40 genes
apresentam baixa expressado. Identificacdo dos animais por condicdo e familia: Baixo crescimento:
Low_2, 3,5, 6,8 e 10 (Familia A); Low_2.2,4,5.2,6.2, 8.2 e 10.2 (Familia B); Low_1, 2.3,3.2,4.2,5.3
e 6.3 (Familia C) e Low_3.3,4.3,5.4,6.4,9 e 10.3 (Familia D). Alto crescimento: High_3,5,7,8,9 e
10 (Familia E); High_3.2,4,5.2,7.2, 8.2, 1 (Familia F); High_1.2, 3.3,4.2, 5.3, 8.3 ¢ 10.2 (Familia G) e

High 2,3.4,6.2,8.4,9.2 e 10.3 (Familia H).

Baseando-se nos valores de log2FC, os 40 genes com menor valor de p-value ajustado para a
comparacao de alto e baixo crescimento foram plotados em um heatmap, notando-se um perfil de
expressao distinto entre as diferentes condi¢des (Figura 3). Nos animais maiores, nota-se que
algumas proteinas, tais como resilina, hormoénio juvenil, estrutural da endocuticula e endoquitinase
sao fortemente expressas (quadrados vermelhos apontados na Figura 3). Por outro lado, ndo houve
diferenca evidente na expressdao entre nenhum dos 40 genes observados nos animais de menor

crescimento.

3.2. Enriquecimento no GO

Os genes diferencialmente expressos foram utilizados para realizar uma andlise de
enriguecimento funcional no pacote GOseq. Dez termos do GO significativamente enriquecidos
foram encontrados (Tabela 3) para FDR < 0.1, sendo nove termos para os animais de alto e um para

os de baixo crescimento. Dentre estes, termos do GO enriquecidos para os animais maiores foram
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ligante de quitina (GO:0008061), metabolismo de quitina (G0O:0006030), metabolismo de
carboidratos (GO:1901135) e metabolismo de compostos organonitrogenados (GO:0097367). Para
os animais de menor crescimento o Unico termo considerado enriquecido foi o de resposta de

defesa a bactéria (GO:0042742).

Tabela 3: Resultado dos termos do GO dos genes diferencialmente expressos entre as condicdes de

alto e baixo crescimento e as vias enriquecidas.

Categori Enriquecido no No. genes
GOID a* Tratamento FDR DE Nome
G0:0008061 MF Alto 1.60E-41 53 Chitin binding
G0:0006030 BP Alto 1.96E-40 49 Chitin metabolic process
G0:1901071  BP Alto 1.49E-39 49 Glucosamine-containing
compound metabolic process
G0:0006040 BP Alto 4.71E-39 49 Amino sugar metabolic process
G0:0006022 BP Alto 7.77E-37 50 Aminoglycan metabolic process
G0:0005576 cC Alto 1.13E-31 68 Extracellular region
G0:1901135  BP Alto 5.81E-19 51 Carbohydrate derivative
metabolic process
GO:1901564  BP Alto 5.72E-15 53 Organonitrogen compound
metabolic process
G0:0097367 MF Alto 4.19E-13 59 Carbohydrate derivative binding
G0:0042742 BP Baixo 0.085492 5 Defense response to bacterium

* Funcgdo Molecular (MF), Processo Biolégico (BP) e Componente Celular (CC).

4. Discussao

Um maior nimero de genes up-regulated foi evidenciado para os animais de alto
crescimento, sugerindo que estes demandam intensa sintese protéica e maior gasto energético,
resultando em um possivel ganho de peso mais rapido. Considerando a condicdo de alto
crescimento, os genes das proteinas relacionadas a quitina (endoquitinase), estrutural da
endocuticula, pré-resilina (RESIL), transportadora de trealose (TRET1) e hormdnio juvenil (CXE1)

(Tabela 2) apareceram fortemente induzidos nos animais de alto crescimento.
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Uma das principais fungGes das quitinases é a digestdao do exoesqueleto ou cuticula de
quitina durante a muda, possibilitando o crescimento do animal. As quitinases sao essenciais no
processo de muda e crescimento, sendo que niveis irregulares dessa proteina podem causar
deficiéncias no ganho de peso e até a morte (Li et al., 2015). Esta enzima também atua no processo
de maturacdo sexual dos crustdceos, uma vez que a precocidade na reproducdo pode comprometer
expressivamente o crescimento (Shechter et al.,, 2008; Zhang et al., 2014). Estudos realizados no
caranguejo Portunus trituberculatus demonstraram que um metabolismo ativo e eficiente de
quitina possibilita o maior crescimento corpéreo também nessa espécie (Lv et al., 2014).

Em relagdo a pro-resilina, embora seu mecanismo de agdo nos crustaceos ainda ndo esteja
bem elucidado, ja se sabe que esta proteina eldstica é constituinte da cuticula dos artropodes e
parece ter relacdo com o processo de ecdise (Wong et al, 2012). Além disso, a pré-resilina
representa uma importante fonte de reserva energética, que se converte em acgucar de forma
rapida e eficiente auxiliando, por exemplo, no deslocamento dos animais (Tynyakov et al., 2015).
Por sua vez, a trealose é o principal aglcar na hemolinfa dos crustaceos, atuando como principal
fonte de energia em situagdes ambientais extremas, momento no qual atinge sua maior
concentracdo na hemolinfa (Clegg et al., 2000). A ecdise pode ser considerada uma etapa
estressante para os artrépodes, os quais ficam muito vulneraveis e frageis pela auséncia de um
exoesqueleto que atue na protecdo. Podem ser constatados picos mais elevados de trealose nas
fases anterior e posterior a muda, implicando também em um possivel papel desse acglcar no
metabolismo da quitina (Chung, 2008; Shi e Chung 2014).

O hormonio juvenil apareceu diferencialmente expresso nas condi¢cdes de alto (CXE1)
(log2FC = -11.75, p = 0) e baixo crescimento (log2FC = 3.8216, p = 0.0004), apresentando uma
intensidade muito maior nos animais de alto crescimento. O hormoénio participa do

desenvolvimento e maturacdo sexual e o seu precursor, o metil farnesoato, é naturalmente
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encontrado nos crustaceos, agindo no controle de alguns fatores de transcricdo relacionados a
muda, metamorfose e reproducdo (Jindra et al., 2013; Riddiford 2012). Essas proteinas juntas
sugerem um cenario de intensa atividade muscular (crescimento) e metabolismo de carboidratos,
provavelmente, relacionadas ao ganho de peso do camarao.

Sete genes DE exclusivos da condi¢do de alto crescimento relacionados a desempenho nos
artrépodes foram identificados: estrutural da endocuticula, TRET1, endoquitinase (Locus_22711 e
Locus_3996) e RESIL (Locus_16512, Locus_755 e Locus_31894) (Tabela 2). Todos esses genes
mostram-se bastante induzidos (log2FC variando de -12.26 a -7.81, p < 0.05) nos animais de alto
crescimento, reforcando um cendrio formado por camardes com intensa producdo de proteinas
relacionadas com o crescimento muscular. Uma evidéncia sobre os animais maiores apresentarem
mais genes induzidos relacionados a crescimento pode ser observada na Figura 3, na qual nota-se a
expressao de genes codificantes das proteinas resilina, estrutural de endocuticula e endoquitinase
fortemente up-regulated apenas em animais de alto crescimento.

Nas familias de menor crescimento, entre os genes mais induzidos ligados a desempenho
estdo os relacionados a estrutura da cuticula e o da proteina ENSANGP00000021035-like. Proteinas
constituintes da cuticula dos artrépodes atuam na reconstrucdo do exoesqueleto e consequente na
protecdo do animal apds a muda. O aumento da cuticula torna o exoesqueleto mais duro e
resistente, dificultando ou até impedindo o crescimento do camardo (Li et al., 2015). A funcdo da
proteina ENSANGP00000021035-like ainda ndo é amplamente conhecida, mas se sabe que esta
possui funcdo relacionada ao metabolismo de quitina durante a muda nos crustdceos. Como pode
ser observado em Yudkovski et al., (2007), essa proteina parece se ligar a quitina do exoesqueleto,
podendo participar da digestdo ou catabolismo de quitina no lagostim Cherax quadricarinatus. Nos
animais de menor média de peso, nota-se que as proteinas relacionadas a reconstrucado da cuticula

sdo induzidas de maneira menos intensa quando comparadas as proteinas dos animais de maior
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peso (Tabela 2), ilustrando uma velocidade de crescimento possivelmente menor e justificando, em
parte, o menor peso observado nesses animais. Proteinas atuantes na digestdo da quitina ndo sao
observadas como induzidas nos animais menores, atrasando a ruptura do exoesqueleto antigo e
podendo constituir outro fator limitante do crescimento (Zhang et al., 2014; Li et al., 2015).

Dentre os genes relacionados a imunidade inata dos artrépodes, destacaram-se alguns
genes exclusivamente induzidos nos animais de alto crescimento, incluindo as lectinas 2 (log2FC = -
10.12, p=0) e 3 (Lec3) (log2FC = -8.10, p = 0) (Lec3). As lectinas aparecerem entre os nove genes DE
exclusivos para os animais de alto crescimento. Estas proteinas possuem forte atividade antiviral e
antibacteriana e sdao armazenadas e induzidas com maior frequéncia em tecidos responsaveis pela
imunidade nos crustaceos como hepatopancreas, intestino e hematdcitos. A lectina-C, como a do
tipo 2 encontrada aqui, parece ter acdo mais direta no reconhecimento, fagocitose,
encapsulamento e aglutinacdo do patdgeno, impedindo a sua disseminacdo nos tecidos
(Tassanakajon et al., 2013; Wang e Wang, 2013). J& o gene do peptideo antimicrobiano cruslb
(log2FC = -10.80, p = 0) apresenta atividade contra fungos e principalmente bactérias gram-
negativas (Zhang et al., 2010). Considerando que estas proteinas apareceram expressas mais
ativamente nos animais de alto crescimento, é possivel que estes animais possuam uma resposta
imune mais eficiente e consequentemente um controle mais rapido dos possiveis efeitos danosos
causados pelo patégeno (Lushchak, 2011; Tassanakajon et al., 2013; Tassanakajon et al., 2014),
mesmo vivendo em um ambiente SPF.

Proteinas participantes de respostas ao estresse (genes Hsp67Bb, HSPA1 e HSP22) também
foram identificadas nos camardes maiores, como as Proteinas de Choque Térmico ou Heat Shock
Proteins (HSPs), porém ndo expressas tao intensamente quanto as de imunidade. Cada tipo de HSP
é induzido perante variantes de estresse especificos, tais como temperatura (Baringou et al., 2016)

e infeccdo por patdgeno (Zhang et al., 2013), por exemplo. Os animais utilizados nesse trabalho
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foram coletados de um ambiente cativo com altas densidades populacionais, o que pode ser uma
justificativa plausivel para o encontro de proteinas relacionadas a estresse. Apesar dos animais
amostrados serem originados de um ambiente SPF com controle de patégenos, algumas proteinas
de imunidade apresentaram-se fortemente induzidas nos animais de alto crescimento, sugerindo
uma resposta imune perante o contato com patégenos por parte desses animais. Ja se sabe que
existe uma relacdo antagonica entre as caracteristicas envolvidas com crescimento e imunidade em
crustaceos (Argue et al., 2002; Cock et al., 2009). Os animais precisam ser selecionados para
crescimento e imunidade de maneira conjunta para se alcancar um equilibrio e consequentemente
boas taxas de sobrevivéncia. Dessa forma, os animais aqui amostrados foram submetidos a um
programa de crescimento e sobrevivéncia, demonstrando bons resultados em relacdo ao ganho de
peso. Paralelamente, proteinas de imunidade estdo sendo continuamente produzidas, o que
acarreta em respostas imunes mais eficiente mediante contato com um possivel patégeno.

Em relagdao aos termos enriquecidos do GO, nota-se a predominancia de proteinas ligantes
de quitina e metabolismo de carboidratos nos animais de maior crescimento. O metabolismo de
acucares pode evidenciar uma grande demanda de energia pelo organismo para a manutenc¢ao de
funcgdes vitais de um modo geral, mas também sugere um alto metabolismo do agucar quitina,
constituinte do exoesqueleto dos artréopodes. Termos relacionados a producdo e degradacao de
quitina caracterizam a muda, evento que possibilita o crescimento e ganho de peso do camardo (Lv
et al., 2014; Li et al., 2015). A identificacdo desses termos como enriquecidos apenas nos animais
de alto crescimento, reforca a relacdo de que as proteinas encontradas aqui contribuam para o

crescimento do animal e aumento do peso corpdreo.
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Consideragoes finais

A grande maioria dos genes diferencialmente expressos encontrado neste estudo é de
proteinas relacionadas a ecdise, construcdo e digestdo de cuticula e metabolismo de agucares.
Esses genes foram induzidos majoritariamente na condicdao de alto crescimento, indicando um
metabolismo mais atuante nesses animais e a forte relacdo que esses produtos génicos possuem
com o crescimento e ganho de peso nos crustdceos. Em menor quantidade, porém induzidas
significativamente nos camardes maiores, foram observadas também proteinas responsaveis por
respostas imunes, como lectinas e peptideos antimicrobianos, caracterizando uma pronta resposta
imune nesses animais. Este trabalho apresenta uma variedade de proteinas descritas, contribuindo
efetivamente para enriquecer uma area com limitada informag¢do gendmica disponivel, como é o
caso do crescimento de crustaceos, além de proporcionar uma maior compreensao do perfil de
expressao do transcriptoma de crescimento desse grupo. No entanto, um grande numero de
proteinas hipotéticas e com produto desconhecido foi encontrado, enfatizando a necessidade de
mais esforcos na tentativa da identificacdo da funcao de proteinas chave para o ganho de peso nos

crustaceos.
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Resumo

O virus causador da Sindrome da Mancha Branca ou White Spot Syndrome Virus (WSSV) consiste
numa das principais ameacas ao cultivo do camarao branco do Pacifico Litopenaeus vannamei, uma
das espécies de crustdceos comercialmente mais importantes para aquicultura mundial. Nesse
estudo, a abordagem de sequenciamento de préxima geracdo, RNA-seq foi utilizada para identificar
proteinas envolvidas nos processos de resposta imune de crustiaceos e investigar as diferencas
entre o perfil de expressao dos genes induzidos no hepatopancreas e no musculo de individuos de
L. vannamei infectados e ndo infectados pelo WSSV. Foram encontrados 5.816 genes

diferencialmente expressos (DE) na comparacdo entre os tecidos, sendo 3.096 (53%) up-regulated
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para hepatopancreas e 2.720 (47%) para musculo. Para as condigdes saudaveis X doentes,
considerando o efeito dos tecidos, foram identificados 1.017 genes DE induzidos nos animais
sauddveis e 620 nos doentes, com uma maior diferenga na resposta do hepatopancreas a infecgao.
Entre as principais proteinas caracterizadas destacaram-se as relacionadas a estresse e acao
antimicrobiana, com expressdao principalmente no hepatopancreas. Apds o enriquecimento
funcional no Gene Ontology, 663 termos significativamente enriquecidos foram encontrados no
hepatopancreas e musculo e 446 nos animais sauddveis e doentes. Esse estudo mostra a diferenga
marcante entre os perfis de expressdao dos tecidos amostrados e destaca o papel fundamental do
hepatopancreas na imunidade dos crustadceos, evidenciando o diferente comportamento desse

o6rgao em animais infectados e ndo infectados pelo WSSV.

Palavras-chave: L. vannamei, Genes Diferencialmente Expressos, Imunidade Inata, AMPs, PRPs.

1. Introducao

O cultivo de camardao marinho consiste numa atividade mundialmente expressiva, com
destaque especial para a espécie Litopenaeus vannamei, a qual apresenta boas taxas de
reproducdo em cativeiro, suportando altas densidades populacionais, diversos niveis de salinidade
e baixas concentracées de oxigénio (Perez-Henriquez et al., 2009; Fan et al., 2016). Apesar de esse
peneideo ser um dos mais comercializados no mundo, a alta incidéncia de patégenos nos tanques
de engorda é uma ameaca constante ao seu cultivo. Virus como os causadores da Sindrome da
Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus; WSSV) (Rao et al., 2016), Sindrome de Taura (Taura
Syndrome Virus; TSV) (Sookruksawong et al., 2013) e Cabeca Amarela (Yellow Head Virus; YHV)
(Junkunlo et al., 2011) se espalham muito rapidamente no ambiente aqudtico, com uma velocidade
ainda maior em cativeiro (La Veja et al., 2008; Leu et al., 2013). Na tentativa de combater o
patégeno, o organismo sofre um forte estresse metabdlico devido a producdo de radicais reativos

de oxigénio (Reactive Oxigen Species; ROS), que podem causar danos a estrutura celular e do DNA,
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levando a erros nos processos de transcri¢ao, tradugao e apoptose (Rewitz et al., 2006; Qian et al.,
2014).

Nos invertebrados, as respostas imunes sdao totalmente dependentes do sistema inato
(Wang et al., 2009; Tassanakajon et al., 2013). Apesar da vasta gama de proteinas atuantes na
imunidade nos decdpodes, como lectinas (Wang et al., 2013), crustacianina (Fan et al., 2016),
hemocianina (Zheng et al., 2016), entre outras, e as varias estratégias adotadas no combate a micro
organismos, como endocitose (Liu et al., 2014), reconhecimento de padrdes especificos (Song et al.,
2010) e aglutinacdo da hemolinfa (Cheng et al. 2008), ainda existem alguns patégenos letais para os
camarodes. Um exemplo disso é o virus da Mancha Branca, causando uma doenca que chega a
alcancar 100% de mortalidade nos tanques de cultivo e sem tratamento (Wang et al., 2005; Gajula
et al.,, 2013). Os principais sintomas ja aparecem poucos dias apds a infeccdo e incluem
principalmente cuticula frouxa, carapaca de cor avermelhada, letargia, manchas brancas e necrose,
causando enormes prejuizos a carcinicultura a cada ano (FAO, 2016). A sindrome é causada por um
virus envelopado de dupla fita de DNA da familia Nimaviridae e sabe-se que as proteinas contidas
no envelope sdo as principais responsaveis pela invasao, reconhecimento celular e proliferagao viral
no hospedeiro, além de desencadear fatores imunes (Kulkarni et al., 2014).

Nos crustdceos, a maioria das proteinas participantes da imunidade é produzida e
armazenada nos hemdcitos, que devido ao sistema circulatério aberto dos crustaceos, se espalham
por todo o organismo, incluindo o hepatopancreas. Ele é um dos dérgaos mais atuantes na
imunidade inata nos camarfes e tem funcdo semelhante ao figado, pancreas e intestino dos
vertebrados, atuando na absorcdo de minerais e vitaminas, além de participar de outros processos
metabdlicos (Imjongjirak et al. 2011; Wang et al., 2013). Como um drgdo integrante da imunidade e
de metabolismo muito ativo o hepatopancreas esta envolvido na deteccdo e eliminagdo de

patégenos, producdo de antigenos perante severa proliferacdo viral e mudancas metabdlicas
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induzidas pelo estagio infeccioso (Alday-Sanz et al., 2002; Fan et al., 2016). Sendo assim, sabendo
guais mRNA s3o expressos em orgdos especificos sob condi¢des de infec¢do possibilita uma maior
compreensao da fisiologia imune dos camardes, viabilizando a aplicagdo desses dados na
aquicultura. O ideal para a aquicultura é a sele¢gdo de camardes resistentes a infec¢do pelos
principais patdgenos letais, como o WSSV, sem a necessidade do uso de pesticidas (Rewitz et al.,
2006, Qian et al., 2014).

Apesar de esforcos relacionados ao melhor entendimento da imunidade contra o WSSV nos
decdpodes (Ye et al., 2015) e também contra outros patégenos como o TSV (Zeng et al., 2013), YHV
(Soowannayan et al., 2015), muitas proteinas imunoldgicas e seus respectivos mecanismos de acao
ainda permanecem desconhecidos, tornando os estudos genéticos e fisioldgicos relacionados a
estas questdes cada vez mais necessarios. Com a falta de um genoma descrito para L. vannamei ou
mesmo para espécies proximas, as bases de dados obtidos a partir de transcriptomas tornam-se
essenciais na identificacdo de marcadores moleculares e funcdao de novos genes e proteinas que
possam levar ao preenchimento de lacunas no metabolismo imune nos peneideos (Rao et al., 2015;
Sun et al.,, 2015). O sequenciamento do transcriptoma, conhecido como RNA-seq, tem sido
empregado para ilustrar uma fotografia de um momento especifico, que serve de base para a
anotacdo funcional dos transcritos (Young et al., 2010). Essa abordagem é uma das maneiras mais
praticas e eficientes de se identificar praticamente todos os genes e vias metabdlicas envolvidas em
uma questado bioldgica especifica (Powell et al. 2015).

Nesse estudo, a metodologia de RNA-seq foi utilizada para identificar proteinas envolvidas
na imunidade inata de crustaceos e testar a hipotese de que os padrdes de expressdo dos genes
induzidos diferem entre o hepatopancreas e musculo de camardes infectados e ndo infectados pelo
virus da Mancha Branca. Com esse propdsito, duas comparacgoes independentes foram conduzidas

para identificacdo de genes DE: (i) no hepatopancreas e musculo de individuos de L. vannamei e (ii)
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nas condi¢Oes de animal ‘saudavel’ e ‘doente’, levando-se em consideragdo o efeito dos tecidos nos

padrdes de expressao.

2. Material e Métodos
2.1. Coleta de amostras e preparagao das bibliotecas
A extracdo e sequenciamento de RNA, construcdo das bibliotecas e anota¢dao dos transcritos

estdo descritas no Capitulo 3.

2.2. Genes Diferencialmente Expressos (DE)

Os reads das amostras utilizadas nas duas comparacdes foram mapeados contra a referéncia
construida pelo Trinity, versdo 2.1.1 (Grabherr et al., 2011), utilizando-se o software Bowtie2,
versdo 2.2.6 (Langmead e Salzberg, 2012). Um maior detalhamento pode ser encontrado no
Capitulo 2. Foram coletados o hepatopancreas (HP) e o tecido muscular (MU) de 20 camardes de
um tanque de cultivo com alta incidéncia da doenga do virus da Mancha Branca, 10 com sintomas e
10 assintomaticos. A presenca/auséncia do virus foi verificada através de gPCR (Quantitative Real-
Time Polymerase Chain Reaction). Apos a gPCR, verificou-se que dentre os 10 animais que
apresentavam sintomas, quatro apresentavam a doenga (doentes), e dentre os 10 sem sintomas,
todos os 10 estavam sem a doenca (saudaveis). Assim, os quatro animais doentes e mais quatro
saudaveis foram utilizados nas andlises, totalizando 16 bibliotecas pareadas de cDNA, ja que para
cada um dos oito animais amostrados foram sequenciados os tecidos hepatopancreas e musculo
(Figura 1). As 16 bibliotecas seguiram para as analises de genes DE entre (i) os tecidos HP X MU e (ii)

os tratamentos Doente X Saudavel, considerando-se o efeito do tecido.
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Figura 1: Esquema amostral dos oito animais utilizados no experimento de exposicdo ao WSSV.
Foram sequenciados os tecidos hepatopancreas e musculo de animais doentes e saudaveis,

totalizando 16 bibliotecas de cDNA.

2.2.1. Experimento 1: Comparagdo pareada entre tecidos

Para identificacdo dos genes diferencialmente expressos entre o tecido muscular e o
hepatopéancreas, foi realizada a comparacdo par-a-par na qual sdo analisados os dois tecidos para o
mesmo individuo. Dessa forma, foi aplicada a abordagem blocking factor do pacote edgeR

(Robinson et al., 2010), do R/Bioconductor (v. 3.2, Gentleman et al., 2004; Love et al., 2015). No
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egdeR foi aplicado um modelo aditivo que considera a dependéncia entre as amostras. Os dados
foram ajustados de acordo com a distribuicdo binomial negativa do modelo linear generalizado
(GLM). O GLM foi entdo ajustado aos dados com a fungao glmFit() e os p-values foram calculados
utilizando-se o teste da razdo de verossimilhanga com a fung¢dao glmLRT() (Nelder e Wedderburn,
1972). Os valores de log2-FoldChange (log2FC) foram calculados juntamente com os p-values, os
guais foram corrigidos pelo método de Benjamini-Hochberg (BH) (Benjamini e Hochberg, 1995). Os
genes com FDR < 0.05 foram considerados significativos para expressao diferencial, sendo aqueles
com log2FC negativo up-regulated para hepatopancreas e positivos up-regulated para musculo. Um
heatmap das amostras foi plotado para ilustrar como estas estdo agrupadas baseando-se nas suas
distancias euclidianas e utilizando-se os dados das contagens transformados, sendo no caso do

edgeR, o log2 das contagens por milhdo (logCPM).

2.2.2. Experimento 2: Comparagdo entre tratamentos considerando o efeito do tecido

Para a comparacdo entre os tratamentos doente x saudavel foi utilizado o DEseg2 (Anders e
Huber, 2010), outro pacote do R/Bioconductor. Para verificar o efeito das condi¢Ges ‘saudavel’ X
‘doente’, levando em consideragao os tipos de tecidos ‘hepatopancreas’ e ‘musculo’ amostrados,
um modelo multifatorial com interac¢ado foi adotado, ao qual foram incorporados as condicdes e os
tipos de tecido descritos anteriormente. A normalizagao foi realizada ajustando a distribuicdo dos
dados segundo uma distribuicdo binomial negativa, seguida da filtragem dos contigs removendo
aqueles com valores de baseMean < 5. Os valores de log2FC e seus respectivos p-values foram
calculados com base nas duas variaveis, tecido e condi¢cdo. Os valores de p-values ajustados foram
calculados através do método de BH e apenas os genes com FDR < 0.05 foram considerados

significativos para expressao diferencial.
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2.3. Enriquecimento funcional no Gene Ontology (GO)

A anotacdo funcional dos transcritos da referéncia montada pelo Trinity com regides
codantes de proteinas preditas pelo Transdecoder foi realizada no Trinotate
(https://trinotate.github.io/), um pacote desenvolvido para anotagado funcional de transcriptomas.
No pipeline do Trinotate, homologias nas sequéncias foram procuradas no banco de dados do
Uniprot e posteriormente os termos Processo Biolégico, Funcdo Molecular e Componente Celular
do Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) foram atribuidos.

Para identificar as anotacdes do GO enriquecidas no conjunto de genes diferencialmente
expressos nas duas andlises realizadas quando comparado ao genoma de referéncia montado,
foram realizada analises no pacote GOSeq, v.1.24.0 (Young et al., 2010), implementado no software
R. As categorias do GO enriquecidas foram calculadas utilizando a aproximacdo de Wallenius
(Wallenius, 1963) e os p-values foram ajustados através do método de BH. As categorias com p-

value ajustado (FDR) < 0.1 foram consideradas como enriquecidas.

3. Resultados
As 16 amostras utilizadas nos dois experimentos realizados totalizaram 786.662.168 reads
apos a filtragem, dos quais 755.946.418 (96%) foram mapeados contra a referéncia (Tabela S1 -

Material Suplementar).

3.1. Experimento 1: comparag¢ao entre hepatopancreas e musculo
Para as comparacdes entre tecidos (HP X MU) foram encontrados 5.816 genes DE
significativos dos quais 3.096 (53%) sdo up-regulated para hepatopancreas e 2.720 (47%) para

musculo (Figura 2).
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Figura 2: MAplot resultante da comparacao entre hepatopancreas e musculo. Os genes DE
significativos sao representados pelos pontos vermelhos (FDR < 0.05). Os pontos negativos sdao up-
regulated para hepatopancreas (log2FC negativos), os positivos para musculo (log2FC positivos).

Média dos valores de log2FC = 0.6 (linhas azuis).

Dentre os principais genes DE identificados na comparacdo entre os tecidos hepatopancreas
e musculo (Tabela S2 — Material Suplementar), com func¢Ges relacionadas a imunidade nos
crustaceos estdo: peptideos com atividade antimicrobiana (AMPs), proteinas de atividade
antimicrobiana, proteases e inibidores de proteases, proteinas de reconhecimento padrdao (PRPs) e

outras relacionadas a coagulacdo de hemolinfa, estresse térmico e morte celular (Tabela 1).
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Tabela 1: Genes candidatos envolvidos na resposta imune contra patégenos nos decapodes para a

comparagao entre os tecidos hepatopancreas (HP) (log2FC < 0.5) e musculo (MU) (log2FC > 0.5) no

experimento 1. (WSSV: White Spot Syndrome Virus).

No. acesso ; . . . Condicao
Contig ID UniprotkB / Protema/M;Ic‘:z organismo ‘Sjl(r)nbeor:: (FDI:g<2;C05) up-
Espécie BlastX hit 8 ’ regulated
Peptideos Antimicrobianos (AMP)
M4HXU5 Fator anti-lipo
Locus_23466 Fenneropenaeus polissacarideo isoforma 5 ALF5 -9,387 HP
chinensis Fungos, WSSV
CoKJQ4 Fator anti-
Locus_28086 Portunus lipopolissacarideo ALF 3.108 MU
trituberculatus Fungos, WSSV
BOA7T8 Fator 2 anti-
Locus_41665 Marsupenaeus lipopolissacarideo MjALF2 1.31 MU
japonicus Fungos, WSSV
G1FET2 LITAF
Locus_17729 Litopenaeus Gram-negativa bactéria, - -3,159 HP
vannamei WSSV
Locus 24551 C3UOK7 ,Cr.ustma Pm5' ' i 8,195 Hp
- Penaeus monodon Bactéria Gram-positiva
Locus_20875 C78728 Crustinal PJC1 9,328 HP
- Panulirus japonicus Bactéria Gram-positiva
Crustina 2
7B72
Locus_22671 C . 9 . Bactérias Gram-positiva e PJC2 -4,969 HP
Panulirus japonicus .
negativa
AS5A3L2
Locus_15620 Pacifastacus Pl-crustina 2 N/A -4,762 HP
leniusculus
7B731
Locus_22939 C .3 . Crustina 4 PIC4 -2,309 HP
Panulirus japonicus
Locus_14945 7AFQS - Precursorllb de peptideo . -9.111 HP
- Pandalopsis japonica antimicrobiano tipo 2
Locus_24086 TIW2K4 - Precursorlicde peptideo -3.895 HP
- Pandalopsis japonica antimicrobiano tipo 2
TIW2K4 Antimicrobial peptide type
Locus_1836 Pandalopsis pep P crusllc 8.973 MU
. . 2 precursor llc
japonica
Locus_14748 TIW2K0 Precursor c de peptideo o 7.627 MU
- Pandalopsis japonica antimicrobiano tipo 1
ABVIQ7 Stilicina 2
Locus_21300 Litopenaeus N/A 8.536 MU
. . Fungos
stylirostris
QI95NTO Peneidina-4a
Locus_25051 Litopenaeus Bactéria Gram-positiva N/A 0.965 MU
vannamei Fungos

Proteinas Antimicrobianas
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. N?' acesso Proteina/Micro organismo Simbolo log2FC Condigdo
Contig ID UniprotkB / alvo dogene (FDR<0.05) up-
Espécie BlastX hit 8 ’ regulated
Locus. 22579 'P10'787 Cadeia B de’hemoaanlna N/A -11.539 Hp
Panulirus interruptus Virus
Locus. 5575 'P80'O96 Cadeia C de’hemouamna N/A 10,517 Hp
Panulirus interruptus Virus
P58989 Subunldagle Al de
Locus_11646 European lobster crustacianina N/A -9.336 HP
P WSSV
P80007 Subunldagle AZ de
Locus_30970 European lobster crustacianina N/A -7,905 HP
P WSSV
P80029 Subumdat#e Fl de
Locus_29427 European lobster crustacianina N/A 5.282 MU
p WSSV
Locus_25022 X2FUS1 Proteina de resposta viral VRP15 -2,569 HP
Penaeus monodon
Proteina ligante de fortilina
Locus_23798 Penasjsurlrl)i?‘iodon 1 N/A 4.25 MU
WSSV
Cascatas de Proteases
Serpina 3
Locus_4067 VoWeCs Bactéria Gram-negativa N/A -9,381 HP
Penaeus monodon
WSSV
Q26058 Inibidor de serina protease
Locus_39380 Pacifastacus Bactéria Gram-negativa PAPI 2 -7,452 HP
leniusculus WSSV
CAA56043 PAPI |
Locus_25241 Pacifastacus L PAPI | -9,349 HP
; Bactéria
leniusculus
C517U2
Locus_6831 Fenneropenaeus Serina protease N/A -2.6259 HP
chinensis
C5i17U1
Locus_15233 Fenneropenaeus Serina protease N/A 6.395 MU
chinensis
Proteinas Reconhecimento Padrdo (PRPs)
S4USI7 Proteina com dominio de
Locus_21160 Fenneropenaeus . . AV -8.33 HP
. . lectina tipo C
chinensis
E2CV64 . .
Locus_21160 Marsupenaeus Lectina B isoforma 2 LecB -6.38 HP
. . WSSV
japonicus
E2CV61
Locus_19724. Marsupenaeus Lectina E LecE -5,277 HP
japonicus
E2CV63 . .
Locus_23463 Marsupenaeus Lectina B isoforma 3 LecB -5,077 HP
. . WSSV
japonicus
Locus_16621 E2CV66 Lectina A isoforma 4 LecA -4,099 HP
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. N?' acesso Proteina/Micro organismo Simbolo log2FC Condigdo
Contig 1D UniprotK8 / alvo dogene (FDR<0.05) up-
Espécie BlastX hit regulated
Marsupenaeus WSSV
japonicus
S5TC87 . .
Locus_25035 Fenneropenaeus Lectl\r;\e;s?;\t/lpo ¢ LC3 -1,375 HP
merguiensis
S5U2R4
Locus_21128 Fenneropenaeus Lectina 5 tipo C LC5 7.918 MU
merguiensis
B8R3L3 . .
Locus_24257 Fenneropenaeus Lectina 3 tipo € N/A 5.948 MU
. . WSSV
chinensis
QOLYO Lectina tipo C
Locus_23348 Fenneropenaeus N/A 4.322 MU
. . WSSV
chinensis
F8SUN26 Proteina com dominio de
Locus_14675 Litopenaeus lectina tipo C CTLD 1.815 MU
vannamei WSSV
V9P9Q9
Locus_23573 Marsupenaeus Lectina Ctipo 1 Lecl 1.272 MU
japonicus
L7UV69 , o
Locus_22833 Marsupenaeus Proteina antiviral (PmAV) N/A 3.591 MU
. . WSSV
japonicus
Proteina ligante de beta-
Locus_ 26651 Q8NON3  L3glicanos N/A 29,243 HP
Penaeus monodon Bactéria Gram-negativa,
Fungos
K7X5F8 Fator de ativagao da
Locus 11178 Litopenaeus o ppaf 4.76 MU
. feniloxidase
vannamei
Outras
X2D760
Locus_38840 Litopenaeus Fator 1 de estresse térmico N/A -2,466 HP
vannameij
Locus_23131 Q25008 Cadeia alfa 1 da tubulina N/A -1,386 HP
Locus 29990 Homarus americanus Bactéria, Fungos, WSSV / 6.436 MU
G5CJW5 Spz3
Locus_22151 L/topenaeL{s Bactéria, Fungos, WSSV N/A -1.113 HP
vannamei
M4M6FO
Locus_18737 Litopenaeus p53 N/A 6.172 MU
vannameij
LF:CUUS§7O480590 Penagt?suriZio don Coagulante de hemolinfa N/A 5.61 MU
P21902
Locus_11736 Tachypleus Enzima pro coagulante N/A 5.179 MU
tridentatus
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A distancia euclidiana entre os valores de expressao das diferentes amostras nos tecidos
hepatopancreas e musculo foi ilustrada em um heatmap (Figura 3). Como se pode observar, as
amostras de musculo e hepatopancreas estdo completamente separadas em clados distintos,

indicando uma grande diferenca entre os perfis de expressao dos genes desses tecidos.
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Figura 3: Heatmap das amostras de hepatopancreas (HP) e musculo (MU), baseado nos valores das
contagens por milhdo normalizados (logCPM). Notar a grande diferenca ente os perfis de expressao
dos genes dessas amostras (dois quadrantes vermelhos). A intensidade das cores indica a
heterogeneidade entre os valores dissimilares de expressdo génica (vermelho), percebendo-se que

o tecido hepatopéancreas apresenta uma maior heterogeneidade de perfis de expressao.

Na andlise de enriquecimento funcional no GO para os genes DE foram encontrados 323 e
340 termos do GO enriquecidos (FDR < 0.1), respectivamente para hepatopancreas e musculo. A
anotacdo nesse banco de dados fornece uma relacdo hierdrquica para a representacdo das

informacdes de Processo Biolégico (BP), Funcdo Molecular (MF) e Componente Celular (CC),
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possibilitando a atribuicdo de detalhes mais precisos aos produtos génicos identificados. No
hepatopancreas se destacam os termos lisossomo (G0O:0005764) e capsideo viral (GO:0019028),
como CC; atividade de glutationa transferase (GO: 0004364) como MF e regulagdo positiva da
resposta imune (GO: 0002827) e aprimoramento da imunidade adaptativa (GO: 0035397) como BP.
Para musculo alguns dos principais termos enriquecidos foram: organizacdo estrutural da
actomiosina (GO: 0031032), organizacdo do sarcomero (GO: 0045214) e contracdo muscular (GO:
0006936) como BP; estrutura muscular (GO: 0008307) como MF e filamento de miosina (GO:

0032982) como CC (Tabela 2).

Tabela 2: Resumo do resultado dos termos Processo Bioldgico (BP), Funcdo Molecular (MF) e
Componente Celular (CC) do GO dos genes DE da comparacao entre hepatopancreas e musculo e as

vias enriquecidas.

Ajusted No. Genes

GOID Categoria Tecido Nome
p-value DE

G0:0005764 CcC HP 2.23-10 85 Lisossomo

G0:0019028 CC HP 0.000107 12 Capsideo viral

G0:0004364 MF HP 0.003921 15 Atividade de glutationa transferase

G0:0002827 BP HP 0.003921 10 Regulac¢do positiva da resposta imune

G0:0035397 Bp Hp 0.003921 10 Aprimoramento d.a imunidade
adaptativa

G0:0031032 BP MU 3.33E-27 70 Organizagdo estrutural da actomiosina

G0:0045214 BP MU 4.24E-22 48 Organizag¢do do sarcomero

G0:0032982 CcC MU 1.24E-22 42 Filamento de miosina

G0:0008307 MF MU 2.24E-22 42 Estrutura muscular

G0:0006936 BP MU 3.32E-18 51 Contragdo muscular

3.2. Experimento 2: comparag¢ao entre tratamentos considerando o efeito do tecido
Entre os tratamentos (doentes X saudaveis) foram encontrados 1.637 genes DE, sendo 1.017
(62%) up-regulated nos animais saudaveis e 620 (38%) nos doentes (Figura 4). Dentre os genes

relacionados a resposta imune destacam-se crustina, AMPs, stilicina, serina protease, lectinas,
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estresse térmico (Hsp), tubulinas e coagulantes de hemolinfa (Tabela S3 — Material Suplementar),

todos induzidos em animais saudaveis (Tabela 3).
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Figura 4: MAplot resultante da comparagao entre as condi¢cdes doente e saudavel. Os genes DE
significativos sdo representados pelos pontos vermelhos (FDR < 0.05). Os pontos negativos sdo

genes up-regulated para animais sauddaveis e os positivos para doentes.
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Tabela 3: Genes candidatos envolvidos na resposta imune encontrados na comparagao entre

animais doentes e saudaveis no Experimento 2.

Contig ID No. acesso UniprotkKB Proteina/Micro- Simbolo log2FC CorL(,iJl.gao
Espécie BlastX hi i | FDR < 0.
/Espécie BlastX hit organismo alvo dogene ( 0.05) regulated
Peptideos Antimicrobianos (AMP)
C7B731
Locus_22939 ) .3 . Crustina 4 PIC4 -3.1466 Sauddvel
Panulirus japonicus
AFO68120 Crustina
Locus_4717 Macrobrach/flm Virus (WSSV) N/A -1.4177 Saudavel
rosenbergii
Locus_1836 Tiwaka - Precursorlicde peptideo gy 53503 saudavel
Pandalopsis japonica antimicrobiano tipo 2
Locus_14748 TIW2K0 - Precursorlcde peptideo g0 43684 saudvel
Pandalopsis japonica antimicrobiano tipo 1
locus 21300 | ASVIAT stilicina 2 N/A 46893 Saudavel
Litopenaeus stylirostris Fungos
Cascatas de Proteases
C517U2
Locus_6831 Fenneropenaeus Serina protease N/A -2.6259 Saudadvel
chinensis
Proteinas Reconhecimento Padrdo (PRPs)
QOLYO Lectina tipo C
Locus_23348 Fenneropenaeus P N/A -2.7328 Saudavel
. . WSSV
chinensis
V5N901 N/A
Locus_22345 Marsupenaeus Lectina 2 tipo C -4.6893 Saudavel
japonicus
locus 22833 L7UV69 . Proteina antiviral (PmAV) N/A 29747 Saudavel
Litopenaeus vannamei WSSV
Outras
HBXYPS Proteina de estresse
Locus_7392 Macrobrachium . N/A -2.7389 Saudavel
.. térmico 21
rosenbergii
Q25008 Cadeia alfa 1 da tubulina .
L 2 -3.471
ocus_29930 Homarus americanus Bactéria, Fungos, WSSV N/A 3.4719 Saudavel
Q9uU572 . .
Locus_7409 Coagulante de hemolinfa N/A -4.4394 Saudavel
Penaeus monodon
Q27081 N .
Locus_30046 Tachypleus tridentatus Fator B de coagulagdo N/A -7.0415 Saudavel
P21902 . . .
Locus_11736 Enzima pro coagulante N/A -11.0865 Saudavel

Tachypleus tridentatus

WSSV: White Spot Syndrome Virus

O heatmap entre as amostras pertencentes a cada uma das condigdes ‘saudavel’ e ‘doente’,

estd apresentado na Figura 5. Pode-se observar que os tecidos estdo separados em grupos
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diferentes e para o hepatopancreas foi observada diferenca nos padrées de expressdo entre os

animais doentes e saudaveis, o que ndo é perceptivel no tecido muscular.
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Figura 5: Distancia entre as amostras dos animais sauddveis e doentes considerando-se a

informacdo do tecido, com base nos dados das contagens por milhdo (logCPM). Nota-se as
amostras de hepatopancreas e musculo separadas em diferentes grupos. Em relagdo a condicao

‘doente’ (lll) e ‘saudavel’ (Healthy) da infeccdo por WSSV, as amostras sdao agrupadas

separadamente apenas no hepatopancreas. A cor verde indica a intensidade dos valores

dissimilares de expressdo génica, com o hepatopancreas apresentando uma maior

heterogeneidade entre os perfis de expressdo de animais doentes e saudaveis.

-125-



Apds a andlise de enriquecimento funcional do GO, 337 e 109 termos foram identificados
como enriquecidos para os animais sauddveis e doentes, respectivamente. Nos animais nao
infectados pelo WSSV, a categoria Processo Bioldgico é a que aparece mais frequentemente
apresentando hits principalmente para proteinas musculares, estando estas relacionadas a
organizacdo do citoesqueleto de actina (G0:0030036), filamentos de actina (G0:0030029),
organizacdo da estrutura de actomiosina (G0O:0031032), organizacao do sarcomero (G0O:0045214) e
montagem do filamento fino de miosina no musculo (GO:0030241). Para Funcdo Molecular os
principais papéis proteicos encontrados foram ligantes (GO:0005515) e estrutural do musculo
(G0O:0008307). Como Componente Celular enriquecido merece destaque o filamento de miosina
(G0:0032982). Ja nos animais doentes, o Componente Celular foi a categoria mais frequente com
termos relacionados a complexo ribonucleoprotéico (G0:0030529), nucléolo (G0O:0005730),
ribossomo (G0O:0005840) e mitocondria (GO:0005739). Como Fungdo Molecular apareceram
termos participantes da estrutura do ribossomo (G0:0003735) e ligante de RNA (G0:0003723)
como enriquecidos. Para o Processo Bioldgico destacaram-se os relacionados a traducao

(GO:0006412) (Tabela 4).
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Tabela 4: Resumo dos termos Bioldgico (BP), Fungdao Molecular (MF) e Componente Celular (CC) do
GO dos genes diferencialmente expressos entre os animais sauddveis e doentes e as vias

enriquecidas.

GO ID Categoria Tratament Ajusted p- No. Genes Nome
o value DE
G0:0005515 MF Saudavel 4.70E-16 360 Ligante de proteina
G0:0030036 BP Saudavel 2.94E-12 60 Organizagdo do citoesqueleto
de actina
G0:0044430 CcC Saudavel 4.51E-12 118 Citoesqueleto
G0:0030029 BP Saudavel 5.06E-12 63 Fllamento de actina
G0:0008307 MF Saudavel 5.27E-12 25 Estrutural do musculo
G0:0031032 BP Saudavel 4.64E-11 34 Organizagdo estrutural da
actomiosina
G0:0045214 BP Saudavel 1.94E-10 26 Organizag¢do do sarcomero
G0:0030241 BP Saudavel 2.27E-10 23 Montagem do filament fino de
miosina
G0:0032982 CcC Saudavel 2.27E-10 23 Filamento de miosina
G0:0030529 CcC Doente 1.32E-39 113 Complexo ribinucleoproteico
G0:0003735 MF Doente 1.09E-28 55 Constituinte do ribossomo
G0:0005730 CcC Doente 4.46E-27 83 Nucléolo
G0:0006412 BP Doente 5.76E-27 56 Traducao
G0:0005840 CcC Doente 1.05E-26 55 Ribossomo
G0:0044428 CcC Doente 5.57E-24 163 Nucleo
G0:0003723 MF Doente 9.25E-24 128 Ligante de RNA
G0:0005739 CcC Doente 1.69E-21 100 Mitocondria

4. Discussao

Uma grande variedade de proteinas relacionadas a resposta imune de L. vannamei estd
sendo descrita neste trabalho, adicionando informacdes relevantes ao conjunto de dados ja
existente para o grupo dos camardes (Powell et al.. 2015; Nguyen et al., 2016; Sun et al., 2016). Foi
observado um numero expressivo de genes candidatos a resisténcia, sendo identificado um nimero
maior de genes DE up-regulated para o hepatopancreas quando comparado ao musculo nos
camardes expostos ao WSSV amostrados (Tabela 1), corroborando estudos anteriormente
realizados que destacam a relevancia do hepatopancreas, como érgao relacionado a imunidade dos

crustdceos (Antony et. al., 2011; Guo et al., 2013).
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Na comparagao entre as condi¢des doente e saudavel, foi encontrado um nimero maior de
genes DE nos animais saudaveis (Tabela 3). Uma das possiveis justificativas para isso é o fato do
metabolismo dos animais infectados ser menos ativo, provavelmente devido ao progresso dos
sintomas da doenca, resultando em um menor numero de genes com alto padrdao de expressao
(Wang et al., 2009; Tassanakajon et al., 2013). Os genes DE identificados nas duas analises
conduzidas sdo discutidos juntos, devido a participacdo significativa do hepatopancreas na
imunidade dos crusticeos e o diferente comportamento desse 6rgdo em animais doentes e

saudaveis.

4.1. Principais proteinas imunes encontradas em crustaceos
4.1.1. Peptideos antimicrobianos

Uma grande quantidade de hits em crustdceos é observada para os peptideos
antimicrobianos ou Antimicrobial peptides (AMP) (Tabelas 2 e 3), como peneidinas, stilicinas,
crustinas e anti-lipopolysaccharide factors (ALF), possuindo um papel essencial nas respostas
imunes contra a invasao de patdgenos nos invertebrados. S3o moléculas produzidas e estocadas
nos hematdcitos antes de serem liberadas na hemolinfa perante ativagdo por contato com
lipopolissacarideos (LPS) das paredes celulares de fungos e bactérias (Antony et al., 2011;
Imjongjirak et al., 2011; Tassanakajon et al., 2013; Tassanakajon et al., 2014).

Estudos sugerem que alguns dos tipos de crustinas encontradas aqui atuem como AMPs
contra bactérias gram-positivas, tais como os tipos 1 (PJC1) e 2 (PJC2) e gram-negativas, tipo 2
somente (Shockey et al., 2009; Tassanakajon et al., 2014). Aqui, os tipos 1 (log2FC =-9,328, p =0), 2
(log2FC = -4,969, p = 0) e Pm5 (log2FC = -8,195, p = 0) aparecem induzidos exclusivamente no
hepatopéncreas de L. vannamei (Tabela 1), enquanto o tipo 4 aparece nesse tecido (log2FC = -

2,309, p = 0.004) e também nos animais saudaveis (log2FC = -3.1466, p = 0.002) (Tabela 3). Como

-128 -



pode ser observado em Imjongjirak et al., (2011), crustinas do tipo 1 mostraram atividade contra o
crescimento de bactérias gram-positivas no caranguejo Scylla paramamosai. Ja as crustinas do tipo
2 possuem uma resposta imune contra bactérias gram-positivas e negativas, dependendo da
isoforma atuante (Tassanakajon et al., 2014). Em L. vannamei, apds o silenciamento do gene de
crustina tipo 2 foi observado a proliferacdo da bactéria Vibrio penaeicida, sugerindo uma ligacao
dessa proteina com a inibicdo de bactérias gram-negativas (Shockey et al., 2009). O tipo Pm5
encontrado aqui é exclusivo da espécie Penaues monodon, mostrando atividade apenas contra
gram-positivas, e pode ser considerado um indicador do estresse sofrido pelo animal devido a
infeccdo (Vatanavicharn et al., 2009). O tipo 4 ja havia sido relacionado a resposta imune em
camarodes e caranguejos, sendo indicado como um possivel inibidor de proteases nos crustaceos
(Tassanakajon et al., 2014). O que foi observado nos resultados do presente trabalho foi que as
crustinas mostraram-se mais induzidas no hepatopancreas, local onde muitas das proteinas
produzidas pelos hemdcitos sdao expressas e uma maior atividade das proteinas de defesa
imunoldgica nos animais saudaveis, corroborando estudos prévios realizados (Brouwer et al., 2008;
Shockey et al., 2009).

As peneidinas foram reportadas como sendo exclusivas dos camardes peneideos, e estudos
realizados nas espécies Litopenaeus setiferus e L. vannamei mostraram que estas proteinas sao
expressas principalmente nos hemdcitos e possuem ac¢do contra bactérias gram-positivas
(Cuthbertson et al. 2004; Du e Jin, 2015). Estudos anteriores ja haviam demonstrado a presenca de
peneidinas também na cuticula de peneideos, relacionando sua funcdo a atividade antifingica e
protecdo sistémica contra agentes externos (Destoumieux et al.,, 2000). O presente trabalho
demonstrou que estas proteinas podem ser encontradas expressas também no musculo, induzidas
aqui exclusivamente no tecido muscular de L. vannamei (Tabela 1), adicionando uma informacao

relevante a esta categoria de peptideos antimicrobianos.
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Ja as stilicinas sdo a familia de AMPs mais recentemente descrita e estudos realizados na
espécie Litopenaeus stylirostris demostraram que esta proteina apresenta fungdo antifungica, mas
seus mecanismos de a¢ao ainda ndo sao bem conhecidos (Rolland et al., 2010; Tassanakajon et al.,
2013). Destoumieux et al. (2000) reportou que as stilicinas participam de processos de defesa mais
generalizados, impedindo, por exemplo, a entrada de patégenos através da cuticula de animais no
periodo de muda, em que o exoesqueleto dos crustaceos estd mole ou mesmo ausente. Nesse
trabalho, as stilicinas aparecem bastante induzidas no tecido muscular (log2FC = 8.536, p = 0) e nos
animais saudaveis (log2FC = -4.6893, p = 0.0001), possivelmente como um reflexo da protecdo
sistémica realizada por elas no organismo.

Em relacdo aos fatores lipopolissacarideos (ALF), a resposta imune é observada quando hd
uma grande afinidade entre o ALF e o padrdao molecular ao qual ele vai se ligar (Tassanakajon et al.,
2014). Essa familia proteica facilita a fagocitose nos hemdcitos, atuando como opsoninas ao ligar-se
ao patdgeno. Os AFLs possuem uma grande diversidade de isoformas, o que certamente aumenta
a resposta imune a diferentes tipos infeccdo (Liu et al., 2014). Nesse estudo foi encontrado um
fator lipopolissacarideo comum (ALF), a isoforma 5 (ALF5) e o fator 2 (MjALF2), todos com acdo
contra fungos e o virus da Mancha Branca (WSSV) (La Veja et al., 2008). O ALF5 aparece fortemente
induzido no hepatopancreas de L. vannamei (log2FC = -9.387, p = 0), mas os genes ALF (log2FC =
3.108, p = 0) e MjALF2 (log2FC = 1.31, p = 0) também sdo induzidos no musculo, embora em menor
intensidade.

Outro exemplo da atuacdo dos AFLs na resposta imune contra o WSSV é o fator TNF-a
induzivel por lipopolissacarideos ou lipopolysaccharide-induced TNF-a factor (LITAF) (Wang et al.,
2012). Aqui foi encontrada induzida no hepatopancreas de L. vannamei (Tabela 1). Considerando

gue os animais amostrados no nosso estudo foram expostos ao WSSV, é esperado que respostas
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imunes antivirais acontecam mais ativamente no hepatopancreas dos crustdceos (Imjongjirak et al.

2011; Wang et al., 2013).

4.1.2. Proteinas antimicrobianas

Dentre as proteinas com acdo antimicrobiana encontradas aqui estdo as hemocianinas,
crustacianinas, de resposta viral (VRP15), peritrofinas e fortilinas (Tabelas 1 e 3). As hemocianinas
constituem uma das maiores familias de proteinas relacionadas a defesa imune nos artrépodes e
neste trabalho as cadeias B (log2FC = -11.539, p =0) e C (log2FC = -10.517, p =0) aparecem
fortemente induzidas no hepatopancreas de L. vannamei. Atua principalmente contra virus
culminando na aglutinacdo do patégeno na hemolinfa com consequente lise celular (Fan et al.,
2016; Zheng et al., 2016), sendo encontrada aqui expressa majoritariamente no hepatopancreas de
L. vannamei.

As crustacianinas por sua vez, sdo exclusivas dos crustaceos se ligam a superficie da célula
doente induzindo a apoptose e influenciando fortemente a regulacdo imune, principalmente
mediante contato com o WSSV (Kulkarni et al., 2014, Fan et al., 2016). Neste trabalho foram
encontradas as subunidades Al (log2FC = -9.336, p = 0) e A2 (log2FC = -7,905, p = 0) ambas
induzidas no hepatopancreas e a subunidade C1 induzida no musculo (log2FC = 5.282, p = 0). No
presente trabalho a crustacianina mostrou-se presente no hepatopancreas e também no musculo
de L. vannamei, auxiliando na regulacdo imune nesses animais e na protecdo sistémica contra
patdgenos sob situacdes de estresse.

As fortilinas parecem inibir consideravelmente o crescimento de uma ampla diversidade de
virus, incluindo o WSSV. Acredita-se que as fortilinas possam diminuir os niveis de expressdo do
WSSV, atuando desde o inicio do contagio na inibicdo da proliferacdo viral (Sinthujaroen et al.,

2015). As fortilinas estdo relacionadas principalmente a resposta ao estresse e prevencdao da
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apoptose (Panrat et al., 2012; Leu et al., 2013). Aqui, esta classe de proteinas apareceu induzida no
musculo de L. vannamei (Tabela 1), atuando provavelmente no controle da entrada de patdgenos

através da cuticula em L. vannamei (Destoumieux et al. 2000).

4.2. Cascatas de proteases

As serinas proteases (SPs) sdo uma classe de enzimas proteoliticas amplamente distribuidas
entre os eucariotos e caracterizadas por participar da coagulacdo da hemolinfa e resposta imune
(Homvises et al., 2010; Amparyup et al., 2013; Zhao et al., 2014). A maioria das respostas imunes
nos eucariotos é mediada por cascatas de proteinases e estas, reguladas por inibidores de serinas
proteinases (SERPINs ou serpins). Aqui, foram encontradas trés serinas proteases induzidas no
hepatopéancreas, musculo (Tabela 1) e nos animais saudaveis (Tabela 3). Dentre os inibidores de
serinas proteases, todos os encontrados sdao fortemente induzidos no hepatopancreas: serpina 3
(log2FC =-9.38, p = 0) e inibidor de serina protease (PAPI 2) (log2FC = -7.45, p = 0). Esses inibidores
participam de processos como coagulacdo, apoptose e imunidade inata contra o WSSV (Homvises
et al., 2010; Somnuk et al., 2012; Zhao et al., 2014). Neste contexto, podemos sugerir que 0s
inibidores de serina protease identificados aqui sdao induzidos majoritariamente no hepatopancreas
e apresentam atividade contra o WSSV (Tabela 1) (Homvises et al., 2010; Somnuk et al., 2012),
tornando-se claro o envolvimento do hepatopancreas e dessas proteinas na resposta imune

desencadeada pela exposicdo ao WSSV também na espécie L. vannamei.

4.3. Lectinas e Proteinas de Reconhecimento Padrao
As proteinas de reconhecimento padrdo ou Pattern recognition proteins (PRPs) sdo
caracterizadas por reconhecerem padrdes especificos nos patégenos, com destaque no caso dos

artropodes, para as lectinas tipo C (Wang et al., 2009; Song et al., 2010; Pathan et al., 2013;
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Tassanakajon et al.,, 2013; Wang et al., 2013). Esse reconhecimento é o primeiro passo no
desencadeamento da resposta imune nos crustdceos e acontece majoritariamente com o dominio
de reconhecimento de carboidratos (CRD) em moléculas de agucar especificas.

Dentre as lectinas encontradas aqui induzidas no hepatopancreas (Tabela 1), as que
apresentam atividade contra o WSSV sdo: tipo B, isoformas 2 e 3 (LecB) de Marsupenaeus
japonicus; tipo A isoforma 4 (LecA) de M. japonicus (Song et al., 2010) e tipo C isoforma 3 (LC3) de
Fenneropenaeus merguiensis (Rattanaporn e Utarabhand, 2011). No musculo apareceram as
isoformas 3 do tipo C de Fenneropenaeus chinensis (Wang et al., 2009); tipo C de F. chinensis (Liu et
al., 2007) (também expressa nos animais saudaveis — Tabela 3) e proteina com dominio de lectina
tipo C (CTLD) de L. vannamei (Junkunlo et al. (2011).

Neste trabalho, algumas lectinas com ac¢do contra o WSSV que foram encontradas no
musculo ja haviam sido reportadas em outros tecidos de camardes peneideos. Wang et al. (2009),
observou a lectina tipo C isoforma 3 induzida apenas no hepatopancreas de F. chinensis. Por sua
vez, a lectina tipo C de F. chinensis foi observada primeiramente apenas em hemdcitos (Liu et al.,
2007) e a proteina com dominio de lectina tipo C de L. vannamei apenas no intestino (Junkunlo et
al. 2011). Aqui todas essas proteinas se mostraram induzidas no tecido muscular e a lectina tipo C
também se mostrou induzida nos animais saudaveis, reforcando o metabolismo mais ativo dos
camardes nao infectados em comparacao aos doentes e o papel das lectinas no combate a Mancha
Branca em varios tecidos de L. vannamei.

Outra lectina do tipo C encontrada aqui, foi a proteina antiviral dos camardes ou Shrimp
Antiviral Protein (PmAV). A PmAV atua neutralizando as estruturas moleculares virais na invasao
das células alvo, impedindo que os virus, como o da WSSV, utilizem a maquinaria das células
hospedeiras para se replicar (Wang et al., 2005). No nosso estudo, a PmAV se mostrou induzida no

musculo e em animais saudaveis (Tabelas 1 e 3). Estes achados confirmam que algumas das
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proteinas envolvidas na resposta imune dos crustaceos sdao expressas também no tecido muscular e

reforcam o papel relevante dessa proteina no combate ao WSSV.

4.4. Outras proteinas relacionadas a imunidade

Proteinas de estresse térmico ou Heat Shock Proteins (HSPs) se mostraram induzidas no
hepatopancreas (Tabela 1) e em animais saudaveis (Tabela 3), estando esta condicdo possivelmente
relacionada ao estresse ocasionado, por exemplo, pela alta densidade populacional e contato com
o WSSV. As HSPs sdo chaperonas altamente conservadas que contribuem na deteccdo de proteinas
ndo funcionais, além da manutencdo da conformacdo e integridade proteicas (Feder e Hofmanm,
1999; Li et al., 2012). Embora as proteinas de estresse térmico nem sempre estejam envolvidas em
respostas imunes, elas sdo bons indicadores da homeostase e adaptacdo do organismo, alterando
seus niveis perante diferentes perturbacdes (Baringou et al., 2016).

A proteina p53 foi encontrada aqui induzida no tecido muscular e esta relacionada a
deteccdo de estresse e consequente morte celular, com papel ainda pouco elucidado nos
invertebrados. O gene da P53 é induzido em células sob estresse oxidativo severo, incluindo
aquelas com infeccdo viral, e pode desencadear a morte celular, podendo caracterizar uma forma
de eliminagdo do virus (Qian et al., 2014). Em ambas as condi¢des do nosso experimento, tanto os
camardes doentes quanto os saudaveis entraram em contato com o virus da Mancha Branca,
sendo, portanto, a morte celular uma possivel alternativa encontrada contra a proliferacdo de um
potencial patégeno (Rao et al., 2015).

Dentre as proteinas responsdveis pela imunidade dos crustdceos através da hemolinfa
foram encontradas aqui as coagulante de hemolinfa e a enzima prd-coagulante, induzidas no
musculo e em animais saudaveis (Tabelas 1 e 3), além do fator B de coagulacdo, induzido em

animais saudaveis (Tabela 3) apenas. O fator B de coagulacdo e a enzima pro-coagulante, aqui
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fortemente induzida em animais saudaveis (log2FC = -11.08, p = 0.002), participam da imunidade
das respostas imunes nos crustaceos através da coagulacdo da hemolinfa em contato com o
patégeno e a consequente interrup¢do na proliferagdo do micro organismo (Wang et al., 2001;
Cheng et al., 2008). A coagulacao da hemolinfa é um processo fundamental nos organismos que
possuem um sistema circulatério aberto, como os crustaceos, atuando na prevencao da perda de
fluido corporal e invasdo por micro organismos oportunistas (Yeh et al., 1998). Esse resultado
reforca a importancia de proteinas que atuem no combate ao WSSV através da hemolinfa e sua
relacdo com a parada ou diminuicdo da proliferacdo viral em peneideos. Nos animais nao
infectados pela Mancha Branca, existe uma maior resposta metabdlica no combate ao virus,
enquanto nos doentes, com o passar do tempo e o aumento da debilidade, a expressdo de genes
imunes tende a diminuir. Estes resultados foram observados no presente trabalho, indo de
encontro a estudos anteriores, nos quais foi realizado desafio viral envolvendo o virus da Sindrome
de Taura em L. vannamei (Sookruksawong et al., 2013; Zeng et al., 2013) e observando-se um

metabolismo menos ativo por parte dos animais doentes.

4.5. Conclusdes sobre as comparagoes entre tecidos e tratamentos

Em relacdo ao perfil de expressdao dos genes DE da comparacdo entre os tecidos realizada,
existe um perfil de expressdo distinto entre as amostras de hepatopancreas e musculo, com os
tecidos podendo ser observados em diferentes grupos (Figura 3). Ao se considerar a condicdo
‘doente’ e ‘sauddvel’ as amostras dos dois tecidos continuam sendo agrupadas em clados
diferentes. Porém, as amostras de animais doentes e saudaveis apresentam-se separadas em
grupos distintos apenas no hepatopancreas (Figura 5). Perante os dados apresentados, a
comparacao entre os tecidos permitiu concluir o papel determinante do hepatopancreas na

imunidade dos crustaceos quando comparado ao tecido muscular. Além disso, a comparagdo entre
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doentes e saudaveis levando-se em conta o tecido, mostrou de forma complementar, que os perfis
de expressao dos conjuntos de genes induzidos no hepatopancreas de animais doentes e saudaveis
sao diferentes entre si. Além da participacao fundamental do hepatopancreas para a imunidade dos
decapodes, esse orgao se comporta de maneira distinta em animais doentes e saudaveis,
ressaltando um comportamento diferencial. Diversas proteinas de imunidade produzidas pelos
hemadcitos migraram através da hemolinfa para o hepatopancreas e |d estdo sendo expressas, de
acordo com o que pode ser observado nos resultados gerados aqui. Foram observados 191 genes
DE up-regulated em comum para hepatopancreas e animais doentes, enquanto para
hepatopéncreas e animais sauddveis existem apenas 31 (Figura 6). Os animais utilizados neste
trabalho estavam expostos ao estresse causado pelo contato com um patdgeno letal, como o
WSSV, demandando um metabolismo muito mais participante do hepatopancreas na expressao
proteica relacionada a defesa (Ye et al.,, 2015; Fan et al. 2016; Rao et al., 2016). Os genes do
hepatopancreas mostram-se fortemente induzidos pelo fato de ali serem expressas uma enorme
variedade de proteinas relacionadas a imunidade nos crustaceos (Song et al., 2010; Guo et al.,

2013; Rao et al., 2015; Fan et al. 2016).
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Figura 6: Unido dos genes DE up-regulated nos tecidos hepatopancreas (HP) e musculo (MU) e nos
tratamentos saudavel (Healthy) e doente (/ll). Nota-se 531 genes DE comuns entre musculo e
saudaveis, 191 entre hepatopancreas e doentes, 31 entre hepatopancreas e saudaveis e 10 entre

musculo e doentes, com suas respectivas porcentagens.

4.6. Enriquecimento do GO

Na comparacdo entre os tecidos, o hepatopancreas se destaca como um 6rgdao com uma
grande quantidade de proteinas imunes sendo expressas em comparacdo ao musculo nos
crustaceos. Os principais termos enriquecidos encontrados no tecido muscular estao relacionados a
organizacdo de filamentos constituintes do musculo e contracdo. Por outro lado, dentre os
principais termos enriquecidos encontrados no hepatopancreas todos estdo relacionados a
resposta imune ou estresse. Os principais processos bioldgicos encontrados foram a regulacdo da
resposta imune e da imunidade adaptativa (Tabela 2). Os lisossomos apareceram como um dos

principais locais de acdo na célula. S3o nessas organelas que acontecem eventos como a
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endocitose, o que pode caracterizar a digestdo de patdgenos, compostos téxicos ou sem utilidade
para a célula (Liu et al., 2014). Adicionalmente, diversas proteinas relacionadas a aglutinacdo da
hemolinfa e fagocitose foram identificadas e induzidas no hepatopancreas de L. vannamei
conforme ja descrito, reforcando a importancia deste 6rgdao no combate ao patégeno. Também foi
encontrado como CC o capsideo viral, sugerindo tratar-se de RNA viral, como o do WSSV, no qual o
envelope (capsideo) é a principal estrutura viral responsavel pela proliferacdo do patdgeno e
desencadeamento de respostas imunes no hospedeiro (Kulkarni et al, 2014). A atividade de
glutationa transferase é caracteristica de um organismo sob severo estresse, sendo esta uma das
principais enzimas atuantes na captura de radicais de oxigénio e na protecao celular (Qian et al,,
2014).

Dentre os termos enriquecidos para os animais sauddveis sdo encontrados alguns
relacionados a proteinas musculares, como actina e miosina (Tabela 4). No entanto, também sdo
observados termos envolvidos em processos que ocorrem no citoesqueleto, podendo estar
relacionados a algum processo de defesa, como a fagocitose (Wongpanya et al., 2007). Por sua vez,
os animais doentes apresentam termos considerados enriquecidos relacionados a sintese de
proteinas. Essa énfase dada a producdao de proteinas pode estar relacionada a moléculas
sinalizadoras de estresse, devido ao contagio com o virus em uma tentativa de desencadear
algumas respostas imunes para controlar a propagacao viral. Nota-se também que a mitocondria é
um dos principais locais nos quais alguns processos ocorrem, ilustrando um cendrio de estresse
oxidativo e producdo de radicais livres de oxigénio, provavelmente causado pela exposicdo ao

WSSV (Tu et al., 2010; Rao et al., 2015).
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Consideragoes finais

No presente trabalho foi realizada a analise de genes diferencialmente expressos de
hepatopancreas e musculo de individuos do camardao marinho L. vannamei expostos ao virus da
Mancha Branca, uma doencga letal para os peneideos. Foi encontrada uma grande variedade de
proteinas responsaveis pelas respostas imunes nos crustaceos, como hemocianinas, crustacianinas,
lectinas, crustinas, PmAV, coagulantes de hemolinfa, sendo todas igualmente importantes em um
grupo dependente de um sistema imune inato, como os camardes. Foi possivel concluir que a
diferenca entre os padrdes de expressao dos dois tecidos analisados foi clara. Além disso, também
foi possivel a conclusdo de que o comportamento do hepatopancreas em animais doentes e
sauddveis é diferente, sendo um dos possiveis fatores relacionados a maior indugao de proteinas
imunes nos animais sauddveis. Esse trabalho contribuiu para um maior entendimento da fisiologia
dos peneideos durante o contato com o WSSV, ilustrando alguns dos genes diferencialmente
expressos em L. vannamei, as proteinas envolvidas, as respostas imunes desencadeadas na batalha
contra o patégeno e a atuacao diferencial do hepatopancreas perante a infec¢do, embora mais
estudos ainda sejam necessarios para elucidar o mecanismo de acao em detalhes de algumas das

proteinas contra a Mancha Branca.

Agradecimentos

Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3ao Paulo
(FAPESP) (Processo numero 2012/17322-8), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq) e Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
apoio financeiro fornecido, além do Centro de Genémica Funcional do Laboratério de Biotecnologia
Animal e ao Prof. Dr. Luiz Lehman Coutinho (ESALQ-USP), Piracicaba-SP, Brasil, pelo servico de

sequenciamento e uso do servidor para processamento dos dados.

-139-



Material Suplementar
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5. Conclusoes

o Os resultados obtidos através das analises de mineragao e validagdo das ESTs demonstraram
que os locos ESTs contendo SNPs e SSRs minerados inseridos na cadeia principal de
proteinas podem ser polimdrficos, uma vez que os genes 60S ribossomal e crustacianina
apresentaram-se polimdrficos. Dessa forma, a Hipdtese | deve ser aceita.

o Polimorfismos presentes nos genes codificadores das proteinas 60S ribossomal e
crustacianina nao demonstraram associagdo com caracteristicas de desempenho nos
animais avaliados para altas taxas de crescimento e sobrevivéncia na amostragem utilizada,
rejeitando-se, portanto, a Hipdtese Il.

o Existe diferenga no perfil de expressao entre os genes de individuos de L. vannamei de
familias apresentando baixo e alto crescimento, sendo possivel identificar alguns genes
induzidos exclusivamente nos animais maiores, os quais se constituem em potenciais genes
candidatos para ganho de peso. Portanto, a Hipétese Ill pode ser aceita.

o Foi possivel identificar genes diferencialmente expressos relacionados a resposta imune no
hepatopancreas e musculo de individuos de L. vannamei expostos a Mancha Branca.
Também foi observada diferenca nos padrdes de expressdo entre os genes dos animais ndo

infectados (saudaveis) e infectados (doentes). Portanto, a Hipotese IV pode ser aceita.
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Tabela S1
Fragmentos lllumina — Alto X Baixo Crescimento
Muisculo (48 bibliotecas)
Alto crescimento Baixo crescimento
Fragmentos paired-end (desvio padrdo) 1.138.673.850 1.109.682.380
Mgdlzi do nimero de fragmentos paired-end/biblioteca 47.4 46.2
(milhoes)
Desvio padrao 4.734.381 5.472.493
Total de fragmentos 2.248.356.230
Apos filtragem no SeqyClean
Paired-end remanescentes (desvio padrao) 859.886.382 837.515.610
Me.dlf do nimero de fragmentos paired-end/biblioteca 35.8 348
(milhoes)
Desvio Padrao 3.595.355 4.244.876
Total fragmentos (%) 1.697.401.992 (75.4%)
Apds mapeamento
831.930.442 796.126.113
Total fragmentos (%) 1.628.056.555 (96%)
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Tabela S2

Loco logFC logCPM FDR
Alto Crescimento

Locus_12483.0_hypothetical_protein_X777_10321_[Cerapachys_biroi] -14.3615 7.2904 0.0000
Locus_26459.0_membrane_glycoprotein_LIG-1, putative_[Ixodes_scapularis] -13.4736 4.3451 0.0000
Locus_33175.0_hypothetical_protein_L798_13875_[Zootermopsis_nevadensis] -12.8390 6.3004 0.0000
Locus_2465.0_PREDICTED_nucleobindin-1-like_[Metaseiulus_occidentalis] -12.7379 3.6113 0.0000
Locus_2428.0_nicotinic_acetylcholine_receptor_subunit_alpha_10_[Pandalopsis_japonica] -12.6400 3.5143 0.0000
Locus_2430.0_hypothetical_protein_L798_02724_[Zootermopsis_nevadensis] -12.5588 3.4332 0.0000
Locus_5524.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC659947_isoform_X1_[Tribolium_castaneum] -12.2928 3.1682 0.0000
Locus_23910.0|BlastHit|gi| 47605414 | sp| Q7M4F4.1|CUD1_SCHGR -12.2685 3.1437 0.0000
Locus_9518.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC659018_[Tribolium_castaneum] -12.2020 3.4770 0.0000
Locus_31558.0_JHE-like_carboxylesterase_1_[Pandalopsis_japonical] -11.7558 2.6358 0.0000
Locus_2157.0_hypothetical_protein_L798_11131,_partial_[Zootermopsis_nevadensis] -11.7429 2.6219 0.0000
Locus_13786.0_adenylate_cyclase_[Danaus_plexippus] -11.6040 2.4819 0.0000
Locus_41117.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC102805443 [Saccoglossus_kowalevskii] -11.4931 2.3757 0.0000
Locus_21570.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC101847791_isoform_X1_[Aplysia_californica] -11.4538 2.3377 0.0000
Locus_2173.0_topoisomerase_TOP1-interacting_protein_BTBD1, putative_[Ixodes_scapularis] -11.4235 2.3071 0.0000
Locus_22711.0|BlastHit|gi| 544013 |sp|P36362.1| CHIT_MANSE -11.3377 2.2219 0.0000
Locus_16948.0|BlastHit|gi| 113750 | sp| P15684.2 | AMPN_RAT -11.2660 2.1513 0.0000
Locus_3367.0_unnamed_protein_product_[Oncorhynchus_mykiss] -11.1262 2.0154 0.0000
Locus_19780.0|BlastHit|gi| 341940516 |sp|Q9JLB4.3| CUBN_MOUSE -10.9004 1.7908 0.0000
Locus_16512.0|BlastHit|gi| 75026432 |sp|Q9V7U0.1| RESIL_DROME -10.8468 1.7347 0.0000
Locus_17093.0_antimicrobial_peptide_type_1_precursor_If _[Pandalopsis_japonica] -10.8047 1.6924 0.0000
Locus_17125.0_down_syndrome_cell_adhesion_molecule_[Pacifastacus_leniusculus] -10.7924 1.6815 0.0000
Locus_17128.0_PREDICTED_arylsulfatase_B-like_[Aplysia_californica] -10.7127 1.6018 0.0000
Locus_22952.1_hypothetical_protein_CRE_23800_[Caenorhabditis_remanei] -10.7076 1.6030 0.0000
Locus_22996.0_unnamed_protein_product_[Oikopleura_dioica] -10.5716 1.4642 0.0000
Locus_34246.0| BlastHit | gi| 300681185 | sp|BOWC46.1| TRET1_CULQU -10.5516 1.4501 0.0000
Locus_11705.0| BlastHit | gi| 68566103 | sp| Q8VHJ4.1| TM11D_RAT -10.4707 1.3678 0.0000
Locus_23192.0_hypothetical_protein_DAPPUDRAFT_305518_[Daphnia_pulex] -10.2725 1.1780 0.0000
Locus_17114.0_PREDICTED_WAP_four-disulfide_core_domain_protein_2_[Trichechus_manatus_latirostris] -10.2128 1.1213 0.0000
Locus_23314.0_structural_constituent_of cuticle,_putative_[Pediculus_humanus_corporis] -10.1454 1.0523 0.0000
Locus_23169.0_C-type_lectin_2_[Fenneropenaeus_chinensis] -10.1299 1.0375 0.0000
Locus_22949.0_PREDICTED_histone-lysine_N-methyltransferase, H3_lysine-79_specific-like_isoform_X9_[Apis_dorsata] -10.0366 0.9491 0.0000
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Locus_30562.0_Ran_GTPase-activating_protein_1_[Zootermopsis_nevadensis] -10.0091 0.9131 0.0000
Locus_3996.0|BlastHit|gi| 544013 |sp| P36362.1| CHIT_MANSE -9.9491 0.8555 0.0000
Locus_30497.0_Ninein-like_protein_[Zootermopsis_nevadensis] -9.9210 0.8334 0.0000
Locus_28077.0|BlastHit | gi| 11387125 | sp| Q10836.1| TRHDE_RAT -9.8852 0.7969 0.0000
Locus_16353.0_hypothetical_protein_BRAFLDRAFT_130664_[Branchiostoma_floridae] -9.8734 0.7892 0.0000
Locus_39158.0_Selenocysteine_lyase_[Crassostrea_gigas] -9.8709 0.7901 0.0000
Locus_9969.0|BlastHit|gi| 75026432 | sp| Q9V7U0.1| RESIL_DROME -9.8302 0.7503 0.0000
Locus_26643.0_PREDICTED_zinc_finger_MYM-type_protein_1-like_[Loxodonta_africana] -9.7419 0.6572 0.0000
Locus_30636.0| BlastHit| gi| 172044825 | sp| QQULHO0.3|KDIS_HUMAN -9.6957 0.6159 0.0000
Locus_8860.0_Sodium/hydrogen_exchanger_2_[Pteropus_alecto] -9.6773 0.5940 0.0000
Locus_42217.0_hypothetical_protein_CAPTEDRAFT_201987_[Capitella_teleta] -9.5919 0.5147 0.0000
Locus_4900.0| BlastHit| gi| 8928107 | sp| Q9VLK4.1 | DIUX_DROME -9.4749 0.4066 0.0000
Locus_39598.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC100207753_[Hydra_vulgaris] -9.4547 0.3874 0.0000
Locus_23155.0_hypothetical_protein_L798_01553_[Zootermopsis_nevadensis] -9.4370 0.3736 0.0000
Locus_33304.0| BlastHit | gi| 83286899 | sp | P69478.1| CHSTB_RAT -9.4118 0.3325 0.0000
Locus_16502.0|BlastHit|gi| 118572923 |sp | Q35ZX4.3|CAH3_BOVIN -9.3595 0.2906 0.0000
Locus_23144.0_reverse_transcriptase,_partial_[Penaeus_monodon] -9.3571 0.2970 0.0000
Locus_23114.0_gastrolith_protein_[Cherax_quadricarinatus] -9.2800 0.2100 0.0000
Locus_38772.0|BlastHit|gi| 728859 | sp| Q06527.1| ANKH_ALLVD -9.2772 0.2120 0.0000
Locus_23043.0_Mitochondrial_tumor_suppressor_1-like_protein_[Camponotus_floridanus] -9.2160 0.1613 0.0000
Locus_11935.0_hypothetical_protein_L798 01417, partial_[Zootermopsis_nevadensis] -9.1931 0.1328 0.0000
Locus_23143.0_GI17733_[Drosophila_mojavensis] -9.1330 0.0842 0.0000
Locus_23145.0_hypothetical_protein_Phum_PHUM?213790_[Pediculus_humanus_corporis] -9.0560 0.0118 0.0000
Locus_23285.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC101893139_[Musca_domestica] -9.0151 -0.0269 0.0000
Locus_23012.0_splicing_factor_45_[Danaus_plexippus] -8.9900 -0.0492 0.0000
Locus_23005.0_hypothetical_protein_L798_15326_[Zootermopsis_nevadensis] -8.8525 -0.1771 0.0000
Locus_23064.0_conserved_hypothetical_protein_[Pediculus_humanus_corporis] -8.8390 -0.1940 0.0000
Locus_16502.0|BlastHit| gi| 31076619 | sp| Q8UWAS.3 | CAH2_TRIHK -8.7411 -0.3006 0.0000
Locus_23076.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC103307708_[Acyrthosiphon_pisum] -8.7240 -0.2982 0.0000
Locus_19192.0_Lethal(3)malignant_brain_tumor-like_3_protein_[Zootermopsis_nevadensis] -8.6323 -0.3976 0.0000
Locus_23006.0_hypothetical_protein_DAPPUDRAFT_329602_[Daphnia_pulex] -8.6081 -0.4061 0.0000
Locus_21528.0|BlastHit|gi|121949|sp|P06144.1|H1_LYTPI -8.5395 -0.4968 0.0000
Locus_32542.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_L0C102208367_isoform_X1_[Pundamilia_nyererei] -8.5175 -0.4902 0.0000
Locus_23285.0_GJ17388_[Drosophila_virilis] -8.4992 -0.5089 0.0000
Locus_23011.0_hypothetical_protein_EAG_07008_[Camponotus_floridanus] -8.4908 -0.5130 0.0000
Locus_23019.0_PREDICTED_egl_nine_homolog_1-like_[Saccoglossus_kowalevskii] -8.4849 -0.5335 0.0000
Locus_22963.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC100901383_[Metaseiulus_occidentalis] -8.4410 -0.5600 0.0000
Locus_22949.0_PREDICTED_serine/arginine_repetitive_matrix_protein_2_[Nasonia_vitripennis] -8.4350 -0.5618 0.0000
Locus_22963.0_hypothetical_protein_DAPPUDRAFT_62084_[Daphnia_pulex] -8.4289 -0.5689 0.0000
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Locus_23050.0_hypothetical_protein_[Scylla_paramamosain] -8.4084 -0.5912 0.0000
Locus_22992.0_prophenoloxidase-activating_enzyme_2a_[Penaeus_monodon] -8.3963 -0.5991 0.0000
Locus_18704.0_PREDICTED_nucleolin_[Anolis_carolinensis] -8.3659 -0.2734 0.0000
Locus_24802.0 | BlastHit|gi| 48428798 |sp|Q91993.1|BCDO1_CHICK -8.3347 -0.6732 0.0000
Locus_23279.0_predicted_protein_[Nematostella_vectensis] -8.3208 -0.6688 0.0000
Locus_39723.0| BlastHit| gi| 81895664 | sp| Q812A3.1| ANR23_MOUSE -8.3073 -0.6888 0.0000
Locus_30928.0_PREDICTED_protein_unc-13_homolog_D_[Ochotona_princeps] -8.2817 1.6240 0.0000
Locus_5243.0|BlastHit|gi| 117612 | sp| P04813.1| CTR2_CANFA -8.2797 -0.7226 0.0000
Locus_44285.0_abdominal-B_isoform_|_[Parhyale_hawaiensis] -8.2547 -0.7553 0.0000
Locus_19270.1|BlastHit|gi| 81876135 |sp|Q8C255.1| DPEP2_MOUSE -8.2217 -0.7717 0.0000
Locus_755.0|BlastHit|gi| 75026432 |sp| Q9V7U0.1|RESIL_DROME -8.1978 -0.7915 0.0000
Locus_27467.0_Tripartite_motif-containing_protein_2_[Crassostrea_gigas] -8.1916 -0.8119 0.0000
Locus_31059.1 | BlastHit|gi| 57012917 | sp| Q19269.2 | NAS14_CAEEL -8.1902 -0.8178 0.0000
Locus_23176.0_hypothetical_protein_DAPPUDRAFT_319198 [Daphnia_pulex] -8.1617 -0.8153 0.0000
Locus_22973.0_lectin_3_[Macrobrachium_rosenbergii] -8.1098 -0.8567 0.0000
Locus_22960.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC662936_[Tribolium_castaneum] -8.0119 -0.9516 0.0000
Locus_39927.0_putative_reverse_transcriptase_[Marsupenaeus_japonicus] -7.9776 5.5218 0.0000
Locus_23263.0_hypothetical_protein_BRAFLDRAFT_86771_[Branchiostoma_floridae] -7.9657 -0.9918 0.0000
Locus_718.0_unnamed_protein_product_[Tetraodon_nigroviridis] -7.9481 -1.0173 0.0000
Locus_34656.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_L0OC101240642_[Hydra_vulgaris] -7.9299 -1.0306 0.0000
Locus_31385.0_PREDICTED_afadin_isoform_X2_[Tribolium_castaneum)] -7.9194 -1.0747 0.0000
Locus_23310.0_transposase_[Portunus_granulatus] -7.9081 -1.0551 0.0000
Locus_23248.0_predicted_protein_[Trichoplax_adhaerens] -7.9004 -1.0439 0.0000
Locus_31894.0|BlastHit|gi| 75026432 |sp|Q9V7U0.1| RESIL_DROME -7.8168 -1.1444 0.0000
Locus_28077.0|BlastHit|gi| 82123133 |sp|057579.1| AMPN_CHICK -7.8008 -1.1677 0.0000
Locus_21456.0|BlastHit|gi| 182705256 | sp| P18172.4 | DHGL_DROPS -7.7656 -1.1707 0.0000
Locus_10746.0|BlastHit|gi| 67462083 |sp|Q9Y115.1| UN93L_DROME -7.6700 1.1206 0.0000
Locus_30636.0| BlastHit| gi| 189029946 | sp| QOHCD6.3 | TANC2_HUMAN -7.6600 -1.2685 0.0000
Locus_33872.0_RAB6-interacting_golgin_[Zootermopsis_nevadensis] -7.6179 -1.3092 0.0000
Locus_22949.0_PREDICTED_MAP7_domain-containing_protein_1-like_isoform_X1_[Tribolium_castaneum] -7.5632 -1.3566 0.0000
Locus_27322.0|BlastHit|gi| 115881 |sp|P04069.1| CBPB_ASTFL -7.4559 3.6207 0.0000
Locus_23103.0_hypothetical_protein_SINV_10203_[Solenopsis_invicta] -7.4264 -1.4541 0.0000
Locus_23188.0_hypothetical_protein_[Macrobrachium_nipponense] -7.2501 -1.6069 0.0000
Locus_36760.0| BlastHit| gi| 74717091 | sp| Q96PH1.1| NOX5_HUMAN -6.0048 0.3701 0.0000
Locus_14008.0|BlastHit|gi| 416927 |sp|P25331.2 | ECLH_BOMMO -5.9077 2.6464 0.0000
Locus_10825.0|BlastHit|gi| 1352370|sp|P98074.1| ENTK_PIG -5.7611 1.6457 0.0000
Locus_26180.0|BlastHit|gi| 123582 |sp|P22978.1| HS6B_DROME -5.4704 -1.0579 0.0000
Locus_9057.0|BlastHit|gi| 118572922 |sp|Q1LZA1.3|CAH1_BOVIN -5.2561 0.5887 0.0000
Locus_16207.0_hypothetical_protein_LOTGIDRAFT_239733_[Lottia_gigantea] -5.1870 1.2854 0.0000
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Locus_20827.0|BlastHit|gi| 374110746 | sp| B3A0Q8.1|PLSP2_LOTGI -5.0750 0.1079 0.0000
Locus_41122.0_Zinc_finger_protein_ubi-d4_A_[Harpegnathos_saltator] -4.4612 1.2000 0.0000
Locus_3714.0_conserved_hypothetical_protein_[Pediculus_humanus_corporis] -4.4228 -0.1007 0.0000
Locus_17874.0|BlastHit|gi| 137111 |sp|P15120.1| UROK_CHICK -4.3403 2.9845 0.0000
Locus_29395.0| BlastHit | gi| 25167323 | sp| 060079.1| UBP12_SCHPO -4.1810 -1.4912 0.0000
Locus_10790.0|BlastHit|gi| 20137194 |sp| Q9)J22.2 |[ERAP1_RAT -3.9287 0.1747 0.0004
Locus_34398.0_hypothetical_protein_DAPPUDRAFT_122319 [Daphnia_pulex] -3.6204 -0.4156 0.0019
Locus_30711.0|BlastHit| gi| 81908906 | sp| Q505D1.1| ANR28_MOUSE -3.6089 -1.2875 0.0000
Locus_29079.0 | BlastHit|gi| 123907332 |sp| Q28DV3.1|HDAC3_XENTR -3.4192 3.4934 0.0000
Locus_28014.0| BlastHit | gi| 109892506 | sp| Q3ZBF8.1| CERS2_BOVIN -3.2046 -1.1557 0.0000
Locus_30778.0|BlastHit|gi| 387912917 |sp|Q01484.4| ANK2_HUMAN -3.1413 -0.8787 0.0000
Locus_19000.0 | BlastHit | gi| 17368331 |sp|P82968.1| MCPI_MELCP -3.0859 -0.3598 0.0000
Locus_8361.0_hypothetical_protein_ CAPTEDRAFT_200095_[Capitella_teleta] -3.0140 0.2371 0.0036
Locus_28664.0_cln3/battenin_[Culex_quinquefasciatus] -2.9053 -0.7217 0.0006
Locus_36845.0_endonuclease-reverse_transcriptase_[Bombyx_mori] -2.8488 0.3172 0.0427
Locus_11507.0|BlastHit|gi| 81896794 |sp| Q8BN59.1| LARP6_MOUSE -2.8075 7.4118 0.0034
Locus_29902.1|BlastHit|gi| 189082520]|sp | Q9UQCY.2 | CLCA2_HUMAN -2.6074 0.6960 0.0162
Locus_38555.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC101737182_[Bombyx_mori] -2.5797 2.1686 0.0014
Locus_38563.0_Hypothetical_protein_CBG13367_[Caenorhabditis_briggsae] -2.5590 3.8567 0.0031
Locus_30863.1 | BlastHit|gi| 13124197 | sp|P82147.1|L2EFL_DROME -2.5380 4.0354 0.0022
Locus_23376.0|BlastHit|gi|30315951|sp| Q9NOZ4.2 | AT11B_RABIT -2.5222 -0.9268 0.0347
Locus_17042.0|BlastHit|gi|82228760|sp|Q502K3.1| ANR52_DANRE -2.5143 -1.0854 0.0169
Locus_22040.0_unnamed_protein_product_[Oncorhynchus_mykiss] -2.5128 0.3897 0.0021
Locus_36770.0|BlastHit|gi|47117286|sp|Q98931.1|LRP8_CHICK -2.5010 -0.8159 0.0152
Locus_30970.0|BlastHit|gi|117330|sp|P80007.1| CRA2_HOMGA -2.4706 -1.1170 0.0074
Locus_24921.0|BlastHit|gi| 334350829 | sp| A2AGA4.1| RHBL2_MOUSE -2.4525 -0.5256 0.0296
Locus_16255.0]|BlastHit|gi|462150|sp|P34904.1| GBRG4_CHICK -2.3988 -1.2281 0.0110
Locus_29753.0| BlastHit| gi| 50401204 | sp| Q9VCA2.1| ORCT_DROME -2.3553 1.7556 0.0081
Locus_8385.0| BlastHit|gi| 74644329 |sp| Q8TGM6.1 | TAR1_YEAST -2.3237 2.4376 0.0025
Locus_5248.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC101848009_[Aplysia_californica] -2.2825 -0.9074 0.0212
Locus_30855.0 | BlastHit | gi| 10719883 | sp| P57078.1| RIPK4_HUMAN -2.2627 -0.8399 0.0053
Locus_23503.0|BlastHit|gi| 342187367 |sp| Q8R151.3|ZNFX1_MOUSE -2.1950 -0.8986 0.0003
Locus_1788.0_PREDICTED_protein_unzipped_[Nasonia_vitripennis] -2.1467 -0.8714 0.0274
Locus_25317.0|BlastHit | gi| 300681185 |sp|BOWC46.1| TRET1_CULQU -2.1403 1.8071 0.0152
Locus_27155.0|BlastHit|gi| 81868592 | sp|Q9JJ06.1| CLGLT_MOUSE -2.1305 -0.9200 0.0354
Locus_25626.0| BlastHit|gi| 11386708 | sp| Q9VE00.2 | C12A4_DROME -2.1060 -0.6622 0.0353
Locus_8599.0|BlastHit|gi| 1707896 | sp| P55040.1 | GEM_HUMAN -2.0681 -1.0059 0.0251
Locus_27023.0_GA15113_[Drosophila_pseudoobscura_pseudoobscura] -2.0314 -0.3978 0.0074
Locus_13219.0_Tectonic-2_[Crassostrea_gigas] -1.9767 0.6861 0.0001
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Locus_21425.0|BlastHit | gi| 338817662 |sp| COKJQ4.2 | ALPS_PORTR -1.9766 -1.1091 0.0053
Locus_30488.1|BlastHit|gi| 75061728 | sp| Q5R7D3.1|HSP71_PONAB -1.9324 -0.5447 0.0263
Locus_41733.0_reverse_transcriptase,_partial_[Penaeus_monodon] -1.9027 4.2642 0.0377
Locus_25082.0| BlastHit | gi| 20455517 | sp|P17789.2 | TTKB_DROME -1.8991 -0.5582 0.0036
Locus_19520.0_hypothetical_protein_L798 13582 _[Zootermopsis_nevadensis] -1.7702 2.7598 0.0003
Locus_23974.0|BlastHit|gi| 45644947 | sp| P11536.2 | E74EB_DROME -1.5497 2.0979 0.0377
Locus_28939.2 | BlastHit | gi| 261263180 | sp | A41120.2 | EGR1_XENTR -1.3953 1.0434 0.0139
Locus_30951.0|BlastHit|gi| 290463239 | sp| C6KFA3.1|GP126_DANRE -1.3343 1.9256 0.0039
Locus_28236.0|BlastHit|gi| 166225158 | sp| A2BGAO.1|RFX4_DANRE -1.2307 2.7856 0.0097
Locus_26066.0 | BlastHit|gi| 74871454 | sp| Q9VX32.2|RG190_DROME -0.9629 2.7257 0.0211
Locus_21918.0|BlastHit|gi| 82233871 |sp|Q5ZL16.1| WIPI3_CHICK -0.9316 0.7394 0.0137
Locus_29467.1|BlastHit | gi| 51702257 | sp| P63036.1| DNJAL_RAT -0.8939 3.8434 0.0073
Locus_21498.0_Organic_cation_transporter_protein_[Zootermopsis_nevadensis] -0.8825 2.6286 0.0320
Baixo Crescimento
Locus_25494.0| BlastHit|gi| 125950361 |sp| Q86U28.2 | ISCA2_HUMAN 0.5975 2.5356 0.0376
Locus_28792.0|BlastHit|gi| 82178112 |sp|Q567E6.1| CQ10B_DANRE 0.6669 0.8392 0.0249
Locus_21674.0|BlastHit|gi| 226709091 | sp|P10586.2| PTPRF_HUMAN 0.7186 0.5397 0.0446
Locus_24884.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC580526_[Strongylocentrotus_purpuratus] 0.7997 -0.0104 0.0324
Locus_21142.0|BlastHit|gi| 20137671 |sp|Q9UBX3.2| DIC_HUMAN 0.9464 3.4219 0.0067
Locus_29786.0| BlastHit | gi| 543859 | sp|P37064.1| ASO_CUCPM 0.9581 2.4704 0.0253
Locus_22749.0|BlastHit | gi| 82181849 | sp| Q68FI3.1| DOPDA_XENLA 1.0246 1.4721 0.0177
Locus_29919.0|BlastHit|gi| 257051061 | sp| Q12955.3 | ANK3_HUMAN 1.0579 1.7194 0.0361
Locus_24539.0| BlastHit| gi| 48428477 | sp| Q94527.1| NFKB1_DROME 1.0694 0.1947 0.0478
Locus_27160.0|BlastHit|gi| 1708509 |sp|P10184.2 | IOV7_CHICK 1.1556 1.2073 0.0269
Locus_26222.0|BlastHit|gi| 338817662 |sp| COKIQ4.2 | ALPS_PORTR 1.1680 4.8270 0.0471
Locus_22851.0|BlastHit|gi| 338817662 |sp| COKJQ4.2 | ALPS_PORTR 1.1784 3.7642 0.0249
Locus_28953.0|BlastHit|gi| 81906126 |sp|Q9DC37.1| MFSD1_MOUSE 1.2303 1.7098 0.0249
Locus_28928.0| BlastHit | gi| 82180006 | sp| Q5U4K5.1| TM41B_XENLA 1.2369 2.2006 0.0008
Locus_25503.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC101863835_isoform_X1_[Aplysia_californica] 1.2520 3.0955 0.0008
Locus_11852.0|BlastHit|gi| 126599 | sp|P17897.1|LYZ1_MOUSE 1.2771 5.0084 0.0195
Locus_31128.0|BlastHit|gi| 152031623 |sp|P02515.4 | HSP22_DROME 1.2858 1.8831 0.0299
Locus_37969.0_hypothetical_protein_WUBG_04557_[Wuchereria_bancrofti] 1.3026 4.4957 0.0002
Locus_21476.0|BlastHit|gi|34921426|sp|096790.2 | DPGN_DIPMA 1.3273 3.8286 0.0028
Locus_15894.1 | BlastHit| gi| 338817968 | sp| Q3UU35.2| OVOS_MOUSE 1.3343 -0.2819 0.0051
Locus_25617.0_hypothetical_protein_L798 10755_[Zootermopsis_nevadensis] 1.3950 3.0283 0.0160
Locus_26595.0| BlastHit | gi| 160358734 | sp| A6QP84.2 | SOAT_BOVIN 1.4634 1.4416 0.0139
Locus_29736.0|BlastHit | gi| 73620982 | sp| P91622.2 | PDK_DROME 1.4757 3.3586 0.0004
Locus_19148.0_GD19304_[Drosophila_simulans] 1.6563 0.8516 0.0074
Locus_28620.0|BlastHit|gi| 75059261 |sp|Q29042.1| FCN1_PIG 1.7088 -0.4629 0.0027
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Locus_20351.0|BlastHit|gi| 190360177 |sp| Q80ZD3.2|52611_MOUSE 1.8588 1.1631 0.0210
Locus_21563.0| BlastHit|gi| 6016173 |sp|P78417.2| GSTO1_HUMAN 2.0760 0.2527 0.0249
Locus_15931.1|BlastHit|gi|5921938|sp|P81578.1| CUPA4_CANPG 2.1296 4.3220 0.0422
Locus_25519.0| BlastHit | gi| 338817662 | sp| COKJQ4.2 | ALPS_PORTR 2.1564 2.6918 0.0012
Locus_27719.0|BlastHit|gi| 76363507 | sp| Q9D3D0.3 | TTPAL_MOUSE 2.2022 3.0793 0.0031
Locus_20802.0_Segmentation_protein_cap'n'collar_[Zootermopsis_nevadensis] 2.2190 3.8199 0.0233
Locus_39260.0_Proto-oncogene_tyrosine-protein_kinase_ROS_[Zootermopsis_nevadensis] 2.3831 1.6920 0.0129
Locus_27377.0_PREDICTED_uncharacterized_protein_LOC100869681_[Apis_florea] 2.4647 2.3487 0.0053
Locus_27922.0|BlastHit|gi| 61211707 | sp| 093403.1| CHST3_TORCA 3.0472 4.5974 0.0001
Locus_29902.1 | BlastHit|gi| 81892746 | sp| Q6Q473.2 | CLCA4_MOUSE 3.2047 1.8528 0.0139
Locus_37905.0_hypothetical_protein_DAPPUDRAFT_63008_[Daphnia_pulex] 3.3249 6.5734 0.0069
Locus_11821.0_ENSANGP00000021035-like_[Litopenaeus_vannamei] 3.4640 1.9205 0.0055
Locus_23346.0_Juvenile_hormone-inducible_protein, putative_[Aedes_aegypti] 3.8216 2.6354 0.0004
Locus_16240.0_PREDICTED_methyltransferase-like_protein_22-like_[Musca_domestica] 4.0024 2.9818 0.0000
Locus_19698.0_PREDICTED_MD-2-related_lipid-recognition_protein-like,_partial_[Nasonia_vitripennis] 4.5513 9.7545 0.0072
ocus_29637.0| BlastHit|gi| 5921939 |sp|P81579.1| CUPA5_CANPG 4.6158 6.9594 0.0044
Locus_42808.0_hypothetical_protein_L798 _08670_[Zootermopsis_nevadensis] 49162 2.4590 0.0039
Locus_27571.0| BlastHit|gi| 5921939 |sp|P81579.1| CUPA5_CANPG 5.0517 6.4026 0.0012
Locus_16326.0_hypothetical_protein_EAG_06277_[Camponotus_floridanus] 7.1235 4.8323 0.0001
Locus_34877.0_PREDICTED_receptor-type_tyrosine-protein_phosphatase_N2_[Tribolium_castaneum] 7.8057 5.2067 0.0000
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Manuscrito 6

Tabela S1
Fragmentos lllumina
Animais expostos ao WSSV
Tecido Musculo Hepatopancreas
(8 bibliotecas) (8 bibliotecas)
Tratamento Saudavel Doente Saudavel Doente
Fragmentos paired-end 248.795.146 235.537.380 266.191.030 233.223.996
Média dos fragmentos paired-
end/biblioteca (milhdes) 62.1 >8.8 66.5 >8.3
Desvio padrao 5.585.147 4.580.309 6.611.724 6.768.318
Total por tecido 484.332.526 499.415.026
Total 983.747.552
Apos filtragem no SeqyClean
Fragmentos paired-end 195.463.320 187.180.664 213.313.414 190.704.770
Média dos fragmentos paired-
end/biblioteca (milhdes) 48.8 46.7 >33 47.6
Desvio padrao 4.296.012 3.496.056 5.188.692 5.647.694
Total por tecido 382.643.984 404.018.184
Total 786.662.168 (80%)
Apo6s o0 mapeamento
Fragmentos paired-end 191.577.540 180.169.952 200.513.272 183.685.654
Total por tecido 371.747.492 384.198.926

Total mapeado

755.946.418 (96%)
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