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A Evaluation of the genetic variability of the virus of
o hypodermal infection and haematopoietic necrosis (IHHNV) in
- experimentally-infected brown shrimp, Farfantepenaeus subtilis
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RESUMO

As viroses sdo as patologias que causam maior impacto na carcinicultura e, consequentemente, os maiores prejuizos econémicos
registrados no setor. O Virus da Infec¢ido Hipodermal e Necrose Hematopoiética Viral (IHHNV), apesar de ser considerado um
patégeno de baixo impacto em camardes da espécie Litopenaeus vannamei, pode trazer algumas implicacdes econdmicas negativas
para a indiistria camaroneira, como redugdo na taxa de crescimento e queda de produtividade. Um experimento realizado no Centro
de Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aqudticos (CEDECAM, Labomar, UFC) incluiu a detecgio do IHHNV por PCR, em
camaroes da espécie nativa Farfantepenaeus subtilis infectados experimentalmente per os. Durante a andlise dos resultados amplicons
ndo previstos foram observados. Tais amplicons poderiam ser gerados por modificagdes genéticas nos virus ou por amplificacoes nio
especificas, caso em que a precisio do diagnostico molecular poderia ser questionada. O presente trabalho teve como objetivo investigar
a variabilidade do IHHNV através do seqiienciamento dos amplicons produzidos. As seqiiéncias produzidas foram comparadas com
aquelas jd publicadas, mostrando que ndo hd variabilidade suficiente para comprometer os resultados do diagndstico molecular por
PCR. Os virus encontrados foram ainda comparados com outros de diversas origens, mostrando maior similaridade com aqueles
provenientes do Havai e Equador.
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ABSTRACT

Viruses are the pathologies that cause greater impact in the shrimp farming and consequential biggest economic damages
registered in the sector. Despite Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) is considered a pathogen of low
impact in Litopenaeus vannamei species, it can bring some negative economic implications for the shrimp industry, as reduction o
growth rates and low productivity. An experiment carried through in the Center of Aquatic Organims Disease Diagnosis (CEDECAM,
Labomar, UFC) included the PCR detection of the IHHNYV in native species of shrimps Farfantepenaeus subtilis experimentally per
os infected. Results analysis showed no expected amplicons that could be generated by genetic modifications in the virus or non-specific
amplifications, where the precision of the molecular diagnosis could be questioned. The present work had as objective to approach the
variability of the IHHNV through the genetic sequencing of produced amplicons. These sequences were compared with those already
published, showing that it does not have enough variability to compromise the results of the PCR molecular diagnosis. Additionally,
the identified virus was compared with others of different origins, showing great similarity with that proceeding from the Hawaii and
Equador.
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INTRODUCAO

A carcinicultura marinha representa uma al-
ternativa para a crescente demanda por alimentos
de origem aquaética e vem-se constituindo mundial-
mente numa importante atividade sécio-econémica,
cujos reflexos positivos tém favorecido sobremanei-
ra as regides onde é desenvolvida (BRASIL, 2001).
Como toda atividade zootécnica, a carcinicultura
brasileira encontra sérias dificuldades em decorrén-
cia do surgimento e disseminagdo de enfermidades
que podem vir a comprometer o seu desenvolvi-
mento em potencial. Dentre as enfermidades que
acometem o setor, as viroses sdo responsaveis pelos
maiores prejuizos econdmicos registrados.

O Virus da Infecgdo Hipodermal e Necrose
Hematopoiética (IHHNV) é um virus cosmopolita
que infecta grande parte das espécies de camardes
peneideos selvagens e cultivados, tendo sido detec-
tado também em pods-larvas e juvenis do camardo
de agua doce Macrobrachium rosenbergii (Lightner,
1996b; Hsieh et al., 2006). O IHHNYV é um virus de si-
metria icosaédrica, ndo envelopado, com aproxima-
damente 22 nm e densidade de 1,40 g/ml em CsCL
Contém DNA de fita simples com um tamanho de 4,1
kb e tem um capsideo com quatro polipeptideos de
peso molecular 74, 47, 39 e 37,5 kDa. Devido a estas
caracteristicas foi classificado como um membro da
familia Parvoviridae (Bonami et al., 1990; Bonami &
Lightner, 1991; Mari et al., 1993; Nunan et al., 2000).

A detecgdo do IHHNYV pode ser feita por méto-
dos histolégicos e moleculares. Os métodos molecu-
lares, que utilizam marcadores genéticos especificos
para seu diagnostico sdo: “dot-blot”, hibridizagdo in
situ, reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e PCR em
tempo-real (Lightner, 1996a; Bell & Lightner,1988;
Lightner et al.,1992; Tang & Lightner, 2001). A pri-
meira ocorréncia do IHHNV em camar6es foi obser-
vada em Litopenaeus stylirostris no Hawai (Lightner
et al., 1983). Recentemente, foi relatada na Australia
a descoberta de uma variante que mostra uma di-
vergéncia de 90,1% para seqiiéncias de nucleotideos
correspondentes na variante havaiana (Tang et al.
2003). Este fato afetou significativamente o diagnds-
tico molecular por PCR dos camardes contaminados,
sendo necessdria a utilizagdo de sete pares de pri-
mers, dos quais apenas o par IHHNV392R/F (Tang
et al., 2000) foi reagente com as amostras, confirman-
do a presenca do virus. Nesse estudo foi constatado
que a variante do IHHNV encontrado na Australia
possui um maior potencial infeccioso para a espécie
Penaeus monodon (Krabsetsve et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivo inves-
tigar a variabilidade do IHHNYV através do seqtien-
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ciamento de amplicons produzidos durante experi-
mento envolvendo diagnéstico molecular por PCR
(Coélho, 2006) realizado no Centro de Diagnoéstico
de Enfermidades de Organismos Aquéticos (LABO-
MAR/UEFC). Nesse experimento, bandas que podem
ser produzidas por amplificacdo ndo especifica fo-
ram detectadas durante os testes, e os virus foram
comparados geneticamente com aqueles previamen-
te descritos, a fim de avaliar a sua origem e provavel
rota de ingresso no sistema de cultivo brasileiro.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram examinados virus
provenientes de oito camardes da espécie Farfante-
penaeus subtilis infectados experimentalmente per os,
com musculo fresco de Litopenaeus vannamei conta-
minado com o IHHNV (Coélho 2006). Dentre os in-
dividuos considerados reagentes apds o diagndstico
molecular por PCR, bandas nao especificas foram
observadas em alguns casos (Coélho 2006). Ple6po-
dos dos camardes infectados preservados em etanol
a 95% foram utilizados para as analises genéticas.
A extragdo do DNA gendmico total foi realizada a
partir de 20 mg de tecido muscular de pleépodo, se-
guindo o protocolo de fenol/cloroférmio/alcool iso-
amilico descrito por Sambrook et al. (1989). Antes de
sua utilizacdo na PCR, o DNA foi quantificado por
espectrofotometria e teve sua qualidade verificada
através da aplicagdo de 1 pL da amostra em gel de
agarose a 1%, contendo brometo de etidio.

Cada PCR conteve 1X de tampdo proprie-
tario Qiagen correspondendo a uma concentracdo
final de 1,5 mM de MgCl,; 200 uM de dNTP’s; 0,6
uM de cada primer (389-F 5'-CGGAACACAACC-
CGACTTTA-3" e 389-R 5-GGCCAAGACCAAAA-
TACGAA-3); 1,5 unidades da enzima Qiagen Tag
DNA polimerase; 10 a 50 ng de DNA da amostra;
dgua ultra pura em quantidade suficiente para um
volume de 15 pL. A termociclagem foi realizada
em um termociclador Primus 96" (MWG-BIOTE-
CH), obedecendo as seguintes condigdes: 1 ciclo
a 95 °C/ 5 min, para garantir desnaturagdo ini-
cial completa; 35 ciclos de 95°C/30s, 55°C/30s e
72°C/1min; e extensdo final a 72°C/7min. Tanto a
composicdo da reagdo como as condigdes de cicla-
gem seguem protocolos padronizados (OIE, 2003).
As amplificagdes foram verificadas pela aplica-
¢ao de uma aliquota de 2 pL do produto da PCR
em gel de agarose a 1 %, contendo o tampao TAE
(Tris-Acetato-EDTA) e brometo de etidio. A cor-
rida eletroforética foi realizada com a poténcia 60
W de corrente continua. O gel foi visualizado em
um transiluminador ultravioleta Translluminator-FBTI



88 (FisherBiotech®) e registrado utilizando-se o sis-
tema de fotodocumentagdo ImageAide 3.0 (Spectro-
nics Corp.).

Ap6s purificagdo com o PCR Purification Kit
- Pure Link™ (Invitrogen Life Technology®) os pro-
dutos de PCR foram seqiienciados por ciclagem com
a utilizacdo do BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®), em rea-
¢oes de 10 pL, conforme instrug¢des do fabricante. Os
produtos da reacao de seqiienciamento foram puri-
ficados por precipitacdo em isopropanol e lidas no
seqiienciador automatico ABI 3100 do Ntcleo de Ge-
nomica e Bioinformatica (NUGEN, UECE). As seqii-
éncias produzidas foram analisadas a partir do ali-
nhamento com seqiiéncias previamente publicadas,
disponiveis no banco de dados GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBL www.
ncbinlm.nih.gov). Para o alinhamento foi utilizado
o programa Clustal X, versdo 1.83 (Thompson et al.,
1997) o qual também foi utilizado para a construgéo
da arvore filogenética.

RESULTADOS

O IHHNV foi detectado em seis dos oito ca-
mardes analisados, pela amplificacdo por PCR do
amplicon de tamanho esperado, 389 pb, o qual cor-
responde a um fragmento do gene da proteina nao-
estrutural 1 do virus (OIE 2003). Dentre as seis amos-
tras diagnosticadas como IHHNV-positivas, cinco
seqiiéncias foram produzidas, com tamanhos va-
riando entre 221 e 251 pb. A composicao média das
seqiiéncias estudadas foi de A=29%, T=26%, G=20%
e C=25%, e ndo foram observadas diferencas signifi-
cativas entre elas (x* =.1,79; P =1,00). As buscas por
homologia comprovaram que as seqiiéncias corres-
pondem efetivamente ao fragmento esperado (valor
esperado = 0,0).

As seqiiéncias aqui produzidas mostraram 99
a 100% de identidade com aquelas provenientes de
virus isolados nas Américas (Havai e Equador). Para
virus isolados em paises asidticos (Taiwan e Tailan-
dia), a similaridade variou entre 98 e 99%. As meno-
res identidades foram observadas nas comparagoes
com IHHNYV isolado em paises africanos (Madagas-
car e Tanzénia ), que atingiram valores entre 91 e 95%
(Tabela I). Uma &rvore construida por Neighbour-
Joining (Saitou & Nei, 1987) a partir do alinhamento
dos fragmentos de DNA do IHHNYV encontrado em
fazendas do Nordeste brasileiro, com seqiiéncias do
IHHNYV isolados em paises da América, Asia e Afri-
ca, evidencia o grau de proximidade filogenética do
IHHNYV encontrado no Brasil em relacdo aos virus
isolados no Equador e Havai (Figura 1).

DISCUSSAO

Tang & Lightner (2002), estudando a variabi-
lidade do IHHNYV nas Américas, encontraram uma
taxa de substituicdo de nucleotideos de 0,6% na re-
gido referente ao gene da proteina ndo estrutural 1
do virus, evidenciando portanto, a conservagdo da
regido estudada. Recentemente, foi identificada uma
integracdo da seqiiéncia de DNA do IHHNYV no ge-
noma do camaréo Penaeus monodon da Africa e Aus-
tralia. Para evitar a ocorréncia de falsos positivos ou
negativos no diagndstico do IHHNV por PCR, em
decorréncia da utilizacao de primers que nao permi-
tem a distin¢do clara entre o virus e uma integragao
gendmica, muitas vezes sdo adotados procedimentos
complexos envolvendo o seqiienciamento dos frag-
mentos gerados por PCR (Tang & Lightner, 2006).
No presente estudo o seqiienciamento das amostras
permitiu validar o diagnéstico do IHHNYV para o ca-
mardo-rosa, F. subtilis, comprovando que este é efeti-
vamente suscetivel ao virus.

Tabela I - Identidade relativa entre cada um dos fragmentos de DNA seqiienciados nesta pes-
quisa, e as seqiiéncias disponiveis no GenBank para o IHHNYV, provenientes de varias localidade.
Hawai - N° de acesso no GenBank: AF218266; Equador: AY362548; Taiwan: DQ057982; Thailandia:
AY102034; Tanzania: AY124937; Madagascar: AY125423. B1, C1, C4, C6, H15, identificacdo
individual das amostras e seqiiéncias aqui apresentadas. Entre parénteses, nimero de sitios

conservados/extensdo total da seqiiéncia.

Bl c1 C4 C6 H15
Havai 0,99 (250/251) | 0,99 (245/246) | 1,00 (221/221) | 1,00 (228/228) | 1,00 (243/243)
Equador 0,99 (250/251) | 0,99 (244/246) | 1,00 (221/221) | 1,00 (228/228) | 1,00 (243/243)
Taiwan 0,98 (247/251) | 0,98 (241/246) | 0,99 (220/221) | 0,99 (226/228) | 0,99 (242/243)
Tailandia | 0,98 (246/251) | 0,98 (241/246) | 0,99 (220/221) | 0,98 (224/228) | 0,98 (238/243)
Tanzania | 0,95 (240/251) | 0,95 (234/246) | 0,95 (210/221) | 0,95 (217/228) | 0,95 (231/243)
Madagascar | 0,91 (229/251) | 0,91 (224/246) | 0,91 (201/221) | 0,92 (210/228) | 0,91 (221/243)
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Estudos epidemiolégicos utilizando histopa-
tologia, PCR e “dot blot” indicaram que modifica-
¢oes no genoma do IHHNV podem ser responsaveis
pela diminui¢do de sua viruléncia em camardes da
espécie Litopenaeus stylirostris coletados na regido
do Golfo da Califérnia (Shike et al., 2000). Por outro
lado, a histopatologia em camardes da espécie Pe-
naeus monodon, contaminados com virus isolados das
Filipinas e Tailandia, indicou que uma divergéncia
de 3,8% nas seqiiéncias de nucleotideos nao afeta a
patogenicidade do virus (Tang et al., 2003). Conside-
raveis variagdes foram observadas entre as seqiién-
cias do IHHNV isolados na Asia e Africae pequeno
indice de variabilidade para as dos virus isolados na
América (Tang & Lightner, 2002), quando compara-
das com 70% do genoma do virus descoberto no Ha-
vai. Todos os virus isolados na América mostram
uma alta similaridade com os isolados nas Philipi-
nas, sugerindo, juntamente com aspectos histéricos
e epidemiolégicos, que a introducao do IHHNV nas
Américas se deu em decorréncia da importagdo de
camardes contaminados da espécie Penaeus mono-
don proveniente desse pais (Lightner, 1996b; Tang
et al., 2003). Os resultados apresentados na atual
pesquisa mostram uma grande consisténcia em ter-
mos geograficos com similaridades diminuindo cla-
ramente a partir da América em dire¢do ao Oceano
Indico (Figura 1).
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