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Doencas e desafios na producao

no Nordeste




Doencas e Desafios no Nordeste do Brasil

PATOGENOS NAS FAZENDAS

FATORES DE ESTRESSE




Transmissao dos virus e NHP
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IMNV - (Infectious Myonecrosis Virus)

Sinais clinicos
Necrose muscular

Mortalidade em viveiros
e reprodutores até 80%

Familia: Totiviridae
Morfologia: Nao envelopado

Tamanho: 40nm
Genoma: - Estrutura: dsRNA Infeccdo de ovarios e ovos / Larvas

- Tamanho : 8 Kb = Transmissao vertical

Grupo 2 Grupo 4

1+/3 1+/3 0/5
(33%) (38%) (0%)
2+/2 1+/3 0/5
(100%) (33%) (0%)




Epidemiologia do IMNV / meio ambiente

Hospedeiros na fazenda

AMOSTRAS Nested PCR

Quantificacao por Real time PCR
do virus IMNV na agua da Fazenda
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Infeccao de ovarios e ovos / Larvas
= Transmissao vertical

Impacto

Reduc¢ao de sobrevivéncia : ate 50%
Redugao de crescimento : até 50% - -
Reduc¢ao de produtividade: 30% Sacs Ferules i o e

# Females # Famales # Females # Females

21 4 5 6|1 2 3 45 1 2 1 4 I 2 3 : I 231454
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Transmissao horizontal N”.
wauplius ¥
Zoea I
Melwsis LI
PCR positivas: amostras agua Fazendas [}
PL25

Fuente: Motte et al., 2003.



NHP
Hepatopancreatitis Necrotizante

Agente etiolégico:

V Bacteria Gram negativo
V Bacterias intracelulares do tipo rickettsia

V BastOes pequenos, pleomorficos
0.59-1.18 um

VvV Nao cultivaveis.

Infeccido dos ovocitos / Larvas
= Transmissao vertical

Impacto

Infecta as células do Hepatopancreas
Causa anorexia

Biopsia de
ovarios 2
//

Reducao de sobrevivéncia: 10%-50%
Reducdo de crescimento: 10%-30% §
Reducdo de produtividade: 20-70% pembi

infectadas por NHP

Desove 0

Transmissao horizontal o°.

oas O Semi-

PCR positivas: amostras agua Fazendas %j % *ﬁ Nested PCR
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Qualidades requeridas para os Reprodutores e as PLs

Triplo critério: Resisténcia / Crescimento / Sanidade

Resisténcia

Reprodutores resistentes aos agentes patégenos e fatores de estresse
=> Implementac¢io de desafios multiplos

=> Cruzamentos dirigidos (inbreeding / herdabilidade)
=> Desenvolvimento de marcadores moleculares da resisténcia (MAS/GAS)

Crescimento

=> ?e%)eqéo indivilglual e (familiar combinada para crescimento em condicoes de
aboratorio e Fazenda

=> Desenvolvimento de marcadores moleculares do crescimento (MAS/GAS)

Sanidade
Reprodutores e PLs livres dos patogenos IMNV, IHHNV, WSSV e NHP

=> Prevencdo da transmissao vertical / analises individuais reprodutores por LAMP



Estratégia integrada:
Da Prevencao de doengas ao Melhoramento genético

Strategy for broodstock individual selection

Disease prevention ——J» Genetic improvement
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PATHOLOGICAL ANALYSES , IMMUNE ANALYSES

» Seleg¢ao multi critério

» Exposicao direta aos patdgenos

> Selecdao em Laboratdrio e Fazenda
» Sele¢do familiar e individual



Controle Sanitario - Certificacao dos reprodutores
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Diagnostico molecular
LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification)

(Reference time)

DNA/RNA About
extraction 30 min
from samples

2.Add DNA/RNA samples

~ | 3.LAMP amplification

4 Detection

visual detection
(by fluorescence)

real-time turbidity
detection




Familias e Linhas Puras: manejo do Inbreeding

Selecao masal y Linha pura

LINEBREEDING
consanguineos

l

a9

Cruzamentos
multiplos

v

Camarées homozigotos 32 Tanques de 1000 L

Larvicultura individual

Camardes heterozigotos

Caracteristica nao estabilizada Caracteristica estabilizada




Manejo de dados / Software especifico
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Resistencia ao IMNV

e fatores de estresse




Selecao Resisténcia ao IMNV: Pressao de Selecao
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IMNV e fatores de stress

v 4

Sele¢ao para resisténcia combinada
ao virus
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Stress baixa salinidade

Infeccao IMNV
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Selecao familiar / Geragoes
Populagao inicial FO: 120 milhGes de pos larvas

Geracdo Total Familias Coef. Sobv. %
Familias Selec. @ Selegcdo 60 DPI
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Resultados da selecao para a resisténcia ao IMNV:
Aumento da resisténcia a cada geracao

Taxa de sobrevivencia media aos 60 dias pos desafio IMNV
nas familias selecionadas

15,5%
8,8%

> Desafio combinado : IMNYV e fatores de estresse
» Duracao : 60 dias
> Biomassa final: 2,0 a 2,5 Kilo/m3 (Familias Elite)




Sobrevivéncia comparativa em Fazenda entre
PLs selecionadas e PLs sensiveis (2007)

COMPARATIVO EM FAZENDA ENTRE POS LARVAS
RESISTENTES E TESTEMUNHAS - Taxa de Sobrevivencia

Pl Testemunhas PL Resistentes

14 VE PL Sensiveis vs 26 VE POTIPORA
Dens. 30 Pls/m?
Povoamento no inverno 2007 (Abril)



Recuperacao da Producao na Fazenda QGA
com Pés Larvas Resistentes IMNV e certificadas

TAXA DE SOBREVIVENCIA EM VIVEIROS DE PRODUCAO
Dens 30 P1/m2

PL Nao certificadas PL Certificadas PL Resistentes IMNV

Inverno 2005 Inverno 2006 Inverno 2007




Crescimento




Marcacgao de familias para avaliacao
comparativa do crescimento

Marcagao de sobreviventes com elastomeros

Unidade de levantamento de reprodutores Selecdo:
e 15 Tanques de cultivo intensivo eInter familiar
¢ 15 Viveiros de 0,3 ha semi intensivos eIndividual intra familiar



Avaliacao comparativa do crescimento e sobrevivencia
Entre familias - (PLs / F6 infectadas IMNV)

Familia Estoc Peso Peso Cresc %

Estoc Final em Sobv.

1018 o0 | 10 | 150 Lads | osom
1007 | 350 | 30 | 131 | 118 | 748%

Desafio IMNYV : 60 dias. Densidade estocagem: 25.000 PLs/m3
Engorde : 60 dias. Densidade estocagem: 50 Juvenis/m2

Resultados:
> Crescim medio semanal 1,27 grs/sem (1,45 grs/sem melhor familia)
> Sobv. = 85% (Melhor familia: 98%)




Selecao familiar:
Melhoramento simultaneo: Resistencia e Crescimento

Geracao Sobv. IMNV Taxa cresc.
Familias Elite a 60 DPI (Gr / semana)

F6 « Elite » 40,5% (+48% 1,96 (+14%)

' )
F5 « Elite » 27.2% (+22%) 1,72 (+12%)

Sele¢ao 30 DPI

\J

| Selegdo 60 DF '
3

Até 30
Familias/Lote

Selecao Crescimento |

Fazenda
0y



Teste de Crescimento a alta densidade

Taxa de Crescimento Semanal Cultivo intensivo 100
PLs/m2 LP 526-01-10 (Amarelo)

10,6

S 90/1
o125

A 6,25

4T

/ )

—

¢ 1,16

10-mai  17-mai 24-mai 31-mai 07-jun 14-jun  21-jun 28-jun  05-jul 12

Precria: 1 mes. Densidade 1000 PLs/m2
Engorde: 63 dias. Densidade: 100 Pls/m2

> Taxa crescimento semanal : 1,05 grs/sem (1,5 grs/sem 4 ultimas semanas)
» Taxa Sobv: 75%

> Taxa crescimento semanal a baixa dens em Fazenda: 2,41 grs/sem (VM 11)




Perspectivas

Selecao para resistencia multipla ao IMNV e WSSV
Marcadores moleculares de Resisténcia e Crescimento




WSSV

) i v'Sintomas
White Spot Syndrome Virus

Letargia,
manchas brancas

Familia: Nimaviridae

v'Propriedades biolégicas
- Espectro variado de hdspedes
- Amplo tropismo tisular
- Replicacao nuclear

Micrografia electronica: particulas virais

Infeccio de ovocitos / Larvas
= Transmissao vertical

v'Epidemia / Impacto:
Até 100% de mortalidade

» Santa Catarina desde 2004
> Bahia desde 2008

> PE, PB, RN desde 2011

» Ceard (desde 2005 ?)

Microscopia
eletronica
de um
ovocito
infectado
com WSSV




Transmissao Horizontal
Hospedeiros / Vetores- Fazenda

e Caranguejos, copépodos, insetos e outras espécies de camaroes nas
fazendas (Lo, C.F, 1996).

® Ovos de rotiferos contaminados pelo WSSV podem se manter nos solos dos
Viveiros apesar do vazio sanitario. (Yan et al, 2004).

® Microalgas: o fitoplanctao pode ser contaminado pelo WSSV (Jiang, 2011)

Impossibilidade da erradicacao no meio ambiente em sistemas semi intensivos



Demonstracao da Ri
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Aquaculture

)
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journal homepage: www.elsevier.com/locate/aqua-online

Report of significant WSSV-resistance in the Pacific white shrimp, Litopenaeus
vannamei, from a Panamanian breeding program

Jorge Cuéllar-Anjel **, Brenda White-Noble ®, Paul Schofield °, Roberto Chamorro  Donald V. Lightner

Three Penaeus vannamei F8, F9 and F12 generation families were challenged per os with White spot
syndrome virus (WSSV) at the University of Arizona Aquaculture Pathology laboratory (UAZ). These families
were developed by the Panamanian shrimp company Camaronera de Coclé, S.A. (CAMACO) from founder
stocks which were survivors of white spot disease a decade ago.

“Survival in the Kona line WSSV positive control was 0% as all the Kona line shrimp had died by day 6
post infection. At termination, survival in the CAMACO WSSV challenged groups was 23%, 57% and 26%
for families LP-1, LP-2 and LP-3“

WSSV challenges performed at UAZ during using P. vannamei during the period of 1996 to 2010
resulted in an overall survival rate of ~5% with a low of 0% and a high of 25%. A total of 176 families were
challenged during this period with most WSSV challenges resulting in no survival

SYNTHESIS OF 10 YEARS OF A Litopenaeus vannamei BREEDING PROGRAM AT THE SHRIMP FARM CAMARONERA
DE COCLE S.A. IN PANAMA Roberto Chamorro. WAS, Natal, 2011

In 2001, the companies CAMACO (Panama) and CONCEPTO AZUL (Ecuador) began a program for the prevention of
illnesses and genetic improvement of the Pacific White Shrimp Litopenaeus vannamei. ....The resistance in front of
the virus WSSV of the strains of shrimp from CAMACO, has allowed us to increase in ten generations, the average
rates of survival in several Panamanian shrimp farms from 5% (2000) to 75% (2010)
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Prevencao de doencas
Melhoramento Genético

Santa Catarina, 2007 a 2011

Critérios da Selecao:

* Resisténcia ao WSSV: 5 gera¢oes sobreviventes a infec¢ao WSSV natural
* Resistencia a hipoxia em bio-ensaios

* Crescimento em viveiros (condi¢gOes verao e inverno)

e Certificagao sanitaria dos reprodutores e Pés Larvas

Analises de hemolinfa

Clasificacao dos reprodutores
wssv lHHNV

Andlises de
Nested-PCR 0
CruzamentosQi d “0,0”

- Nauplios
- Pés-Larvas




Resultados comparativos em Fazendas de Santa Catarina 2011.:
PLs selecionadas “Resistentes” WSSV vs PLs do Nordeste
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Evolugcao da sobrevivéncia em Fazendas no Estado de SC

Antes WSSV Depois WSSV ' Programa SPR/SPF
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2)
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Estratégia para a selecao Resisténcia ao WSSV e IMNV
No Nordeste do Brasil em areas contaminadas
Implantar os desafios experimentais duplos IMNV/WSSV.

Avaliar os diferentes cruzamentos entre familias frente ao desafio
experimental WSSV e IMNV e em condi¢oes de produ¢ao comercial

Selecionar e levantar as futuras familias apds duplo desafio IMNV e WSSV

Identificar os genes envolvidos na resisténcia aos dois virus

3
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56 58 60 62 64 E6 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 S0 92 94
Temperature (°C)




Bases moleculares da Resisténcia

Caracteres guantitativos

-Medibles

-Varia¢do continuada
-Influenciado pelo ambiente
-Regulado por muitos genes

Producgéao de
radicais toxicos
do

oxigénio

(ROIs),

Célula imune

Proteinas do
reconhecimiento (Pr)

Sinal da ativacao dos

-NADPH

oxidasa Producéo de radicais toxicos

\'derivados dos 6xido nitrico

Oxido nltrico sinthasa (O-n-s)

Pro-fenol
oxidasa (Pp0)

Activadora
da pro-fenol
oxidasa (app0)

Penaeidina (pen)

t‘ Peroxinectina (px)

Diferencas no nivel da expressao

~ Alelo normal
= Sensivel

5 Mais copias do alelo 3

Mutacao na regiao
* codificante




GAS : Gene Assisted Selection

Real-Time PCR

| Quantificagcao precisa do nivel de
! expressao dos genes imunitarios

1000 — T 1000

PCH Base Line Subtracted EFUT

012 16 18 W 2 2

Identificacao dos genes envolvidos
na resisténcia aos virus e fatores de stress de lineas puras e familias

=» Selecao assistida por marcadores imunitarios




Resposta anti-viral: Sistema RNA interferéncia

O sistema de RNA interferéncia exerce uma ampla atividade anti-viral e afeta
tanto os virus DNA como RNA em Drosophila (Jules A. Hoffmann, 2013 prémio
Nobel em Imunologia 2012).

?sn@&

1
Kemp C, Mueller S, Goto A, Barbier V,
Paro S, Bonnay F, Dostert C, Troxler L,
Hetru C, Meignin C, Pfeffer S, Hoffmann
JA, and Imler JL. 2013. Broad RNA
interference-mediated antiviral
immunity and virus-specific inducible

— responses in Drosophila. J Immunol. 190

by ATP (2): 650-658.
Argonaute

Target MRNA
substrate

Genes DICER e ARGONAUTE envolvidos na resisténcia ao WSSV, TSV e YHV (Kitagishi 2011)



Quantificacao da expressao dos genes DICER e ARGONAUTE
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Expressao do gene ARGONAUTE em camaroes Resistentes e sensiveis



Hemocianina e Resistencia ao WSSV

Citoplasma

Célula del hepatopancreas
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Molécula
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Difference between hemocyanin subunits from
shrimp Penaeus japonicus in anti-WSSV defense ma

Hemocianina

Proteina

- 3500-4500 Kda
- Contiene iones de cobre
capaces de unirse con oxigeno

2 Funciones

- Transportadora de oxigeno

=> Adaptacion a la anoxia
(Deficiencia en oxigeno)

- Actividad de fenoloxidasa

=> Respuesta inmune

Sitio de enlace del oxigeno
( 4
v

Oxigeno
©) 4

N
-

s ol

Cobre

Kaiyu LE‘IE b, Fang Li*®, Mingchang Zhang®®, Haijie Yang®, Tian Luo®,

Xun Xu®

Funcoes antivirais da Hemocianina

1. Se adere ao virus WSSV

2. Pode retardar a infeccao por WSSV

3. Os camardées resistentes a WSSV apresentam
elevadas concentracoes de hemocianina

In order to find the immune-
relevant factors responsible for the
virus resistance in the WSSV-
resistant shrimp, a suppression
subtractive hybridization method
was employed to 1dentify
differentially expressed genes and
their expression profile in the
hepatopancreas of the virus-
resistant penaeid shrimp. Thirty
five genes were 1identified from
more than 400 clones, of which
eight are found for the first time in
penaeid shrimp. bGBP i1s the most
abundant gene in our subtractive
library except hemocyanin.(Xun Xu
et al, 2004)

Penaeid hemocyanin have
non-specific antiviral
properties and no cyto-
toxicity against fish cells

infected by iridovirus
(Zhang et al., 2004).



Hipodxia induze a expressao da Hemocianina

Inducao da expressao do gen da Hemocianina
em juveneis sometidos a Hipoxia
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Bio ensaios hipoxia em Pos larvas



Selecao para Resisténcia a hipoxia

Hipoxia em Pds larvas Hipoxia em juvenis
infectados IMNV

RS,

Hipoxia em Nauplios

Hipdxia causa: e
e Mortalidade T

* Incremento da sensibilidade as doencas
e Redu¢ao da taxa de crescimento
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Genética, expressao da hemocianina e Resisténcia a hipoxia

INDICE COMPARATIVO DA EXPRESSAO DO GENE
HEMOCIANIANA EM TRES GRUPOS

Testemunha Resist Hipoxia 1 Resist Hipoxia 2

Analise quantitativo da expressio do gene hemocianina por Real Time PCR
em diferentes geracoes selecionadas por resisténcia a Hip6xia



Prote6mica para a Prevencao de doencgas e
Melhoramento Genético

MALDI-TOF/TOF
» Deteccao rapida e sensivel de agentes patogénicos
* Capacidade: 384 amostras/hora
 Detecgao simultanea de multiplos patogenos
* Maior sensibilidade
> Detecgao e quantificacao de proteinas imunitdrias

> Desenvolver marcadores de Resistencia e Crescimento

> Nutrigenomica / Nutrigenética
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