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RESUMO

O camarao peneideo Farfantepenaeus subtilis € uma importante espécie
nativa do litoral nordestino que possui uma grande ocorréncia na pesca. Dentre
os camardes marinhos de importancia comercial, os peneideos se destacam
por constituirem um valioso recurso para pesca e aquicultura em regides
tropicais e subtropicais. Entretanto, a disponibilidade de informacdes sobre
essas especies € bastante escassa, principalmente em relacdo a estrutura
genética que atua no crescimento muscular desses animais. Tendo como
objetivo identificar genes envolvidos na contragdo muscular de camardes,
neste trabalho foram parcialmente isolados e sequenciados os genes de beta-
actina e miosina de cadeia pesada do camarao rosa F. subtilis, a partir do
cDNA do musculo abdominal. Para tanto, camardes coletados no estuario do
rio Pacoti, estado do Ceara, foram inicialmente identificados taxonomicamente
e, depois através de amplificagdo de DNA seguida por sequenciamento das
regides citocromo oxidase subunidade | (COI) e 16S. Utilizando-se os tecidos
frescos dos camardes, foi extraido o RNA total e foram obtidos os respectivos
DNAs complementares (cDNAs). Baseado na construgdo de primers
especificos a partir do alinhamento entre sequéncias descritas no
Genbank/INCBI, os genes foram isolados por meio de RT-PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase através da transcriptase reversa) e sequenciados. Foi
obtido um fragmento parcial de 760 pares de base para o cDNA de beta-actina
e para o cDNA de miosina de cadeia pesada foi obtido um fragmento de 570
pares de base. Anadlises das sequéncias realizadas pela ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) revelaram alta similaridade com outras
beta-actinas e miosinas de camardes, confirmando a identidade das
sequéncias genéticas isoladas. Como resultado do alinhamento pareado entre
as sequéncias desses genes obtidos no trabalho com as de outras espécies
presentes no GenBank, péde-se observar que as maiores similaridades foram
com Penaeus monodon (93%) e com Farfantepenaeus paulensis (88%). Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram a viabilidade da metodologia
utiizada na identificacdo de genes relacionados com caracteristicas
importantes. Esses dados irdo facilitar o isolamento completo das sequéncias
desses genes, além de contribuir para incentivar a identificagdo de outros
genes importantes em camardes, principalmente os nativos do Brasil. Analise
de genes que atuam desenvolvimento do tecido muscular do animal podera
fornecer informagdes genéticas importantes acerca de uma espécie nativa que
esta sendo superexplorada e que podera ser viavel para cultivo. Outrossim,
esses dados beneficiardo a comunidade cientifica, servindo como base para
estudos de fisiologia, filogenia e evolugdo em peneideos.

Palavras-chave: Farfantepenaeus subtilis. Gene da miosina. Gene da beta-
actina. RT-PCR.
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ABSTRACT

The penaeid shrimp Farfantepenaeus subtilis is an important native
species for fisheries industry in Brazil. Among marine shrimps of commercial
importance, penaeids are recognized as a valuable resource for fishery and
aquaculture in tropical and subtropical regions. However, data on these species
is extremely reduced, especially concerning genetic elements involved in animal
muscle growth. Therefore, aiming at identifying shrimp genes directly
associated with muscle contraction in this research, beta-actin and myosin
heavy chain genes of the pink shrimp F. subtilis were isolated from its muscular
abdominal and partially sequenced. Shrimps collected from Pacoti estuary,
Ceara, were first identified through taxonomy and, then, through DNA
amplification followed by sequencing of Cytochrome Oxidase subunit | (COIl)
and 16S. From fresh shrimp tissues, total RNA was extracted and
complementary cDNA was obtained. Based on specific primers designed after
sequence alignments performed against sequences at GenBank/NCBI, genes
were amplified from RT-PCR (reverse transcriptase - polimerase chain reaction)
and sequenced. A 760bp partial F. subtilis beta-actin cDNA fragment was
obtained, while the partial F. subtilis myosin heavy chain cDNA was 570bp long.
Sequence analyses using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
program indicated that F. subtilis beta-actin gene product is very similar to beta-
actin of other species of shrimps, while the myosin heavy chain protein is highly
homologous to crustacean myosins heavy chain, confirming the identity of the
isolated gene sequences. Alignment of these gene sequences with other
sequences in GenBank showed high similarity with Penaeus monodon (93%)
and Farfantepenaeus paulensis (88%). Results have showed the feasibility of
partial gene identification as a means to identify genes of strategic interest.
These data would help further attempts to elucidate the complete isolation of
these genes, as well as the detection of other important genes, especially from
shrimp species occurring at the Brazilian coast. Genes analyses involved with
muscle growth might provide important genetic information on native species
that are overexploited and may be viable for the shrimp cultivation. In addition,
these data might also benefit the scientific community, improving a range of
research areas such as physiology, phylogeny and evolution of penaeids.

Keywords: Farfantepenaeus subtilis. Myosin gene. Beta-actin gene. RT-PCR.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO PARCIAL DOS GENES BETA-ACTINA
E MIOSINA DE CADEIA PESADA DO CAMARAO ROSA Farfantepenaeus

subtilis.

1. INTRODUGAO

Os camarbes da familia Penaeidae s&o considerados como valiosos
recursos para a pesca e para a aquicultura nas regides tropicais e subtropicais
do mundo. Pelo seu acentuado valor nutritivo e gastronémico, o camaréao
constitui fonte de emprego e renda para milhares de pessoas, sendo que a sua
pesca apresenta uma significativa importancia econémica, social e cultural
(BRANCO, 2005; DIAS NETO; DORNELLES, 1996; FONTELES-FILHO, 1989).

Porém, a exploracao intensiva e indiscriminada dos estoques pesqueiros
naturais tem causado a diminuicdo e consequente extincdo de algumas
espécies, o0 que atentou para a necessidade de sustentabilidade do ambiente
marinho, pois € fato que a capacidade de suporte dos mares nao permite a
pesca intensiva e ininterrupta (CARVALHO, 2004). Neste cenario, surgiu a
aquicultura, como alternativa viavel para fomentar a produgdo desses
organismos aquaticos, oferecendo alimento com alto valor protéico para o
consumo humano, no ambito social, elevando a qualidade de vida das
populacdes locais, fixando-as no meio rural, além de contribuir para o

investimento de recursos nas economias em desenvolvimento (ABCC, 2004).



Estimulado pela alta demanda mundial e por alcangar elevados pregos
de mercado, o cultivo de camardo tem se expandido bastante em diversos
paises, entretanto, nos primeiros anos de desenvolvimento no Brasil, essa
atividade nao obteve muito sucesso com a tentativa de cultivo de espécies de
camardes nativos. Embora apresentassem caracteristicas zootécnicas
relativamente satisfatorias, a principal restricdo era a alta exigéncia protéica
dessas espécies fazendo com que houvessem altos gastos no cultivo. Mesmo
assim, dentre essas espécies, o camarao rosa Farfantepenaeus subtilis se
destacou pelo seu desempenho em cativeiro, porém a inexisténcia de racao
balanceada e de pacotes tecnoldgicos de cultivo foram os principais entraves
que inviabilizaram o cultivo comercial desta espécie, ficando evidenciada a
necessidade de pesquisas basicas para a melhor compreensao da biologia,
reproducdo e comportamento das espécies nativas, colaborando, dessa
maneira para o conhecimento e conservagao do ecossistema. (NUNES, 1995).

De acordo com Maia e Nunes (2003), a capacidade de adaptagao da
espécie nativa F. subtilis ao sistema de engorda intensiva é positiva, indicando
a possibilidade concreta do seu cultivo em altas densidades de estocagem.
Além do mais, essa espécie encontra-se distribuida por toda costa do Nordeste
Brasileiro, com disponibilidade de fémeas maduras e pés-larvas em ambiente
natural, possui télico fechado, o que facilita a reprodugdo em cativeiro e
também um alto valor de mercado (NUNES, 1995).

Entre os anos de 1980 até meados de 1990, a producdo comercial do
camarao cultivado no Brasil foi caracterizada pelo cultivo de espécies nativas,
entretanto, a partir da década de 90, devido ao sucesso mundial do cultivo do

camarao branco Litopenaeus vannamei, oriundo do Pacifico, a carcinicultura



brasileira praticamente se restringiu a essa espécie exdtica que ja tinha o
pacote tecnoldgico definido e 6tima adaptagcdo as condigbes ambientais,
deixando de lado as espécies autdctones que possuiam baixa produtividade
(NUNES et al., 1997).

No ano de 2003, dada a fragilidade de sustentagcdo de monocultivos,
aliado a variagbes climaticas, manejo inadequado, escassez de
acompanhamento genético e principalmente ocorréncia de doengas virais,
ocorreu uma queda enorme na producido dessa espécie no Brasil. Esse fato
deixou claro que para se atingir ideais de produtividade e sustentabilidade em
um cultivo de camarao € necessario investimento em pesquisas cientificas
envolvendo areas de reproducéo, alimentagao, doencgas e genética (MARTINS,
2006). Devido a essa queda da produgdo do L. vannamei por sua
susceptibilidade ao ataque de doencas, perda da variabilidade pela freqiéncia
de consanguinidade, bem como alteragdo na biodiversidade natural, e por se
tratar de uma espécie exotica, passou-se a se considerar o cultivo de camardes
nativos um fator de alta prioridade para o pais (BORGHETTI et al., 2003).
Sendo assim, a domesticacdo de espécies silvestres e o éxito de sua
exploracdo nos cultivos com fins comerciais ndo podem prescindir do
conhecimento de sua biologia, quanto aos aspectos reprodutivos, nutricionais e
de saude.

Em organismos marinhos economicamente importantes, autéctones ou
ndo, as pesquisas genéticas podem subsidiar o desenvolvimento das
atividades ligadas ao cultivo desses animais, tais como mapeamento genético,
implementacdo de estoques livres de patdgenos e identificacdo de genes

responsaveis por caracteres de interesse econémico. O conhecimento desses



aspectos pode contribuir para geracao de tecnologias e consequentemente
assegurar o sucesso dos empreendimentos, no entanto poucos estudos tém
sido realizados com cultivo de espécies nativas (SHRIMP EST GENOME
PROJECT, 2007).

Segundo Ribeiro (2008), a grande maioria dos trabalhos realizados nos
ultimos dez anos no Brasil visando a identificagdo de genes em camardes
peneideos, teve como principal alvo de pesquisa a espécie comercialmente
importante L. vannamei (GONCALVES et al, 2005; NETO, 2006), abordando
questdes relativas a prevencao de doengas, como 0os mecanismos de resposta
imune viral de camardes, tendo em vista que as infecgdes virais sao
responsaveis por grande mortalidade no ambiente aquatico (SUTTLE, 2007).
Deste modo, ainda ha um grande potencial de estudos aliando o conhecimento
da biologia com a area de genética, como exemplo, no entendimento a respeito
de mecanismos que atuam no crescimento muscular, que ainda sao
completamente desconhecidos para os camardes, principalmente no ambito
genético, mas ja foram amplamente estudados em espécies de vertebrados e
invertebrados (WHITELEY; EL HAJ, 1997; KOCAMIS; KILLEFER, 2002;
CHARGE; RUDNICKI, 2004; EYRIES et al., 2004; FRANCH; PRICE, 2005).

O estudo dos genes que atuam no desenvolvimento do tecido muscular
do animal auxilia na compreensao da biologia, além de fornecer subsidios para
a obtencdo de um animal com melhores desempenhos, maior crescimento e
consequentemente um produto final de melhor qualidade. Como decorréncia,
esses estudos impulsionardo os avangos na area de biotecnologia de
camardes peneideos, principalmente das espécies cultivadas (ZHANG et al.,

2002).



A estrutura do tecido muscular dos crustaceos é semelhante a dos
insetos, mamiferos e outros vertebrados (EL HAJ, 1996). O musculo
esquelético dos crustaceos possui fibras musculares semelhantes as dos
vertebrados, que sofrem mudangas de tamanho e composi¢cao em resposta a
doengas, uso e desuso, estiramento, e atividade nervosa (BOOTH;
THOMASON, 1991; BOOTH; KIRBY, 1992). A distribuicdo e a expressao das
isoformas das proteinas das fibras musculares variam durante os estagios de
desenvolvimento e somente obtém as caracteristicas finais quando os
musculos estdo completamente diferenciados. (BOOTH; THOMASON, 1991).

O processo de crescimento em camardes compreende uma acao
intermitente centralizada na troca de muda, ou seja, na ecdise, quando o
exoesqueleto antigo € liberado e o volume corporal aumenta, devido a
incorporagao de agua. A regulacédo do crescimento muscular neste momento é
um processo complexo envolvendo um controle apurado entre a sintese
protéica muscular e as taxas de degradagao. Embora os fatores responsaveis
por esta regulagcdo nao tenham sido ainda determinados na literatura, os
mecanismos que regulam este processo aparentam ser tecido-especificos,
envolvendo uma combinagcdo de genes e proteinas que podem variar de
espécie para espécie (WHITELEY; EL HAJ, 1997).

Existem varios genes envolvidos no crescimento, mas os que fornecem
a base da contracdo muscular e mobilidade celular sao actina e miosina, que
se apresentam em diferentes isoformas. Dentre elas, a B-actina (beta-actina) e
a miosina de cadeia pesada s&o as mais pesquisadas em camardes e estao

sendo bastante usados como ferramentas de pesquisas cientificas, apesar de



ainda haver a necessidade de trabalhos (ZHU et al., 2005; CESAR, YANG,
2006).

Em camardes peneidos, B-actina ja foi isolada em: Penaeus monodon
(QIU et al., 2008), L. vannamei (SUN et al., 2007), Macrobrachium rosenbergii
(ZHU et al., 2005), Fenneropenaeus chinensis (ZHANG et al., 2006). Enquanto
que para miosina, ha as sequéncias isoladas de miosina de cadeia pesada
para Farfantepenaeus paulensis (KAMIMURA et al., 2005) e miosina de cadeia
leve para L. vannamei (AYUSO et al., 2008).

Nos Uultimos anos, estudos de identificagdo de genes tém sido
desenvolvidos amplamente no mundo, principalmente devido ao surgimento de
tecnologias cada vez mais eficazes na éarea de biologia molecular e
bioinformatica, oferecendo diversas ferramentas de trabalho que possibilitam
novas descobertas na genética. Existem varias técnicas de identificacdo de
genes de interesse, mas atualmente, algumas estratégias vém se destacando
como: isolamento de gene candidato, estudo de locos ligados a caracteres de
interesse econ6mico (QTLs: Quantitative Trait loci), bibliotecas de cDNA e
microarranjos de cDNA (ROTHSCHILD et al., 2000; LYONS et al., 2007;
YUFENG et al., 2004; DHAR et al., 2003).

A desvantagem da maioria dessas técnicas ainda é o custo elevado e o
longo tempo demandado no laboratério, fazendo com que a amplificagdo de
sequéncias por meio de reagbes de PCR seja uma metodologia bastante
utilizada para o processo no isolamento de genes de interesse pelo fato do
relativo baixo custo, rapidez e eficacia. No caso do estudo em questdo, com o
intuito de isolar genes relacionados ao crescimento muscular do camarao F.

subtilis, foi escolhido o método de genes identificados pela reagdo em cadeia



da polimerase a partir da transcricao reversa do acido ribonucléico total (RNA
total) (RT-PCR ou reverse transcriptase - polimerase chain reaction). (NIGAARD,
HOVIG, 2009; CESAR; YANG, 2006).

Como ferramenta molecular mais informativa sobre a estrutura genética
e mais utilizada ultimamente, esta o sequenciamento de DNA, sendo o método
dideoxinucleotideo desenvolvido por Sanger o mais amplamente utilizado para
sequenciar. (AVISE, 1994). Esse método permitiu o desenvolvimento do
sequenciamento automatico, que € uma tecnologia em constante
melhoramento, promovendo a identificagdo de regides até em genomas bem
pequenos (HILLIS et al. 1996).

O desenvolvimento da biotecnologia, com técnicas de identificacao de
genes e sequenciamento de DNA, tem produzido um grande numero de dados
bioldégicos, em forma de sequéncias de DNA e de proteina, geradas pelos
laboratérios do mundo inteiro. Dessa maneira, bancos de dados para
armazenar as sequéncias foram sendo criados. Neles sdo armazenados genes
e genomas inteiros, proteinas e suas estruturas tridimensionais, sendo o
Genbank o mais conhecido que disponibiliza, gratuitamente, sequéncias e
ferramentas para sua analise. (SANTOS; ORTEGA, 2003).

Os dados biolégicos advindos do conhecimento gendmico sao
relativamente complexos em comparacdao aos provenientes de outras areas
cientificas, dada a sua grande diversidade. Para a manipulagdo desses dados,
€ imprescindivel o uso da bioinformatica que abrange todos os aspectos de
aquisicao, processamento, armazenamento, distribuicdo, analise e
interpretacdo, através da combinagcdo de procedimentos e técnicas da

matematica, estatistica e ciéncia da computagdo (BOREM; SANTOS, 2003).



Dessa maneira, ha a necessidade constante por programas eficientes de
bioinformatica que permitam utilizar esses dados de maneira eficiente. Os
programas que realizam comparacao de sequéncias de DNA e proteinas com
os bancos de dados gendmicos; alinhamentos multiplos entre sequéncias e
producao de arvores filogenéticas permitem fazer inferéncias tanto funcionais
quanto evolutivas, proporcionando um maior entendimento sobre filogenia e
evolugdo, assim como 0s mecanismos biolégicos que ditam as funcionalidades
entre diferentes espécies (NOGUEIRA, 2004; VIANA, 2006).

No caso deste estudo, a producdo de dados bioldgicos inéditos e
importantes do F. subtilis oferece subsidios que permitem analisar melhor a
evolugdo genética entre as espécies, através da identificagdo de genes
envolvidos no crescimento muscular de um camardo autéctone, pouco
estudado sobre o aspecto genético, auxiliando também em futuras pesquisas

sobre a estrutura muscular de invertebrados em geral.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e caracterizar parcialmente os genes das proteinas musculares
beta-actina e miosina de cadeia pesada do camarao rosa Farfantepenaeus

subtilis.

2.2 Objetivos especificos

- Gerar informagdes sobre a estrutura genética de uma espécie nativa
com potencial para o cultivo.

- Extrair material genético a partir do tecido muscular do camarao

- Desenhar primers a partir de sequéncias de aminoacidos altamente
conservadas correspondentes aos genes alvos.

- Realizar reacbées RT-PCR para isolar e amplificar as sequéncias de
aminoacidos das proteinas musculares.

- Comparar geneticamente o resultado obtido com outras espécies de

camarodes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Camaroes peneideos

Os camarbes sao animais do filo Arthropoda, que possuem corpo
caracterizado pela presenca de exoesqueleto e apéndices articulados. Fazem
parte do subfilo dos Crustacea, com cerca de 300.000 espécies descritas,
possuindo como caracteristica a presenca de carapaga dura. S3o animais
predominantemente aquaticos, portadores de exoesqueleto calcario (rico em
quitina), cefalotérax (cabega e térax fundidos), apéndices birremes (com dois
ramos) e dois pares de antenas, que os diferenciam dos demais artrépodos

(NARCHI, 1973; HICKMAN et al., 2001) (Figura 1).
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Figura 1 — Vista lateral representativa da anatomia externa do camardo
peneideo. Esquema representativo indicando as principais partes do camaréao
peneideo: antenas, anténulas, rostro, olho, carapacga, cefalotérax, abdémen,
urépodes, pledpodos, peredpodos e maxilipedes. (Fonte Dall et al, 1990).
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Juntamente com lagostas e caranguejos, os camarbes pertencem a
ordem Decapoda, que detém aproximadamente 8.500 espécies. Dentre esses,
0s animais que possuem a caracteristica de liberar seus ovos na agua,
pertencem a subordem Dendobranchiata, que inclui os decapodas da familia
Penaeidae, conhecida por apresentar varias espécies que constituem
importantes recursos pesqueiros (PINHEIRO; HEBLING, 1998). A familia
Penaeidae representa a maioria das capturas mundiais de camardes, em torno
de 700 mil toneladas por ano (BUCKUP; BOND-BUCKP, 1999). Como
subfamilia, tem-se a Penaeinae composta por 15 géneros. Sendo o género
Penaeus constituido por espécies de maior valor econémico, subdividido em
cinco novos géneros (Litopenaeus, Marsupenaeus, Farfantepenaeus,
Fenneropenaeus e Melicertus), com base em caracteristicas morfolégicas e
biogeograficas (BURUKOVSKII, 1985; PEREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997).

De acordo com Dall et al. (1990) os peneideos apresentam corpo
alongado e lateralmente comprimido, possuem sexos separados, com
reproducdo sexuada por meio de copula e fecundacao externa. Periodicamente
trocam sua carapaga, ou seja, realizam a muda para promover o seu
crescimento; este processo ocorre rapidamente, geralmente em periodo
noturno, deixando a espécie vulneravel aos predadores. O ciclo de vida dos
camardes marinhos consiste em uma fase larval oceanica, uma fase de pos-
larva juvenil estuarina e fase adulta retornando ao ambiente marinho para
maturagao e desova, recomegando assim, o ciclo biolégico (DALL et a.l, 1990).
O crescimento do animal varia, além da muda, em funcdo da temperatura da

agua, do tipo de alimento ingerido e inclusive de acordo com a espécie. Como
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a taxa de crescimento € maior enquanto jovens, entdo, maior € a quantidade de
mudas realizadas nessa fase de vida (CARVALHO, 2004).
A taxonomia desses camarbes peneideos esta representada no

esquema a seguir (PEREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997):

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea (Pennant, 1777)
Classe Malacostraca (Latreille,1806)
Subclasse Eumalacostraca (Grobben, 1892)
Superordem Eucarida (Calman, 1904)
Ordem Decapoda (Latreille, 1803)
Subordem Dendobranchiata (Bate, 1888)
Superfamilia Penaeoidea (Rafinesque, 1815)
Familia Penaeidae (Rafinesque, 1815)
Subfamilia Penaeinae (Dana, 1852)

Género Penaeus (Fabricious, 1798)

Espécies da familia Penaeidae formam um grupo diversificado de
camardes marinhos, apresentam ampla distribuicdo geografica, podendo ser
encontrados nos oceanos Atlantico, indico/Pacifico e Mediterraneo, ou seja,

habitando regides tropicais e subtropicais, e ainda aguas costeiras temperadas
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em algumas regides (NEAL; MARIS, 1985; PROVENZANO, 1985; PEREZ-JAR
et al, 2006).

No Brasil, entre as principais espécies de camarbes peneideos
autdéctones que  possuem  importancia  econbmica, destacam-se:
Farfantepenaeus subtilis (Pérez-Farfante, 1967), Litopenaeus schmitti
(Burkenroad, 1934), F. paulensis (Pérez-Farfante, 1967), F. brasiliensis
(Latreille, 1817), Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862) e Artemesia longinaris
(Bate, 1888) (BENZIE, 2000; GUSMAO, 2001; HOLTHIUS, 1980).

Dentre os camardes marinhos utilizados comercialmente, os peneideos
sao 0s mais importantes no mundo, por constituirem um valioso recurso para
pesca e aquicultura, sendo que o camarao branco Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) ocupa uma posigdo de destaque na produgdo em cativeiro
mundial. Essa espécie é oriunda do Oceano Pacifico, mas devido as suas
excelentes caracteristicas zootécnicas e as condigdes ecoldgicas favoraveis,
foi implementada com sucesso na carcinicultura brasileira na década de 90,
ficando em primeiro lugar na producao brasileira, sendo a regido Nordeste a
maior produtora de camardes (RODRIGUES, 2005).

O cultivo de uma espécie exoética oferece riscos potenciais para as
espécies nativas, principalmente se essa atividade for desordenada e nao tiver
um acompanhamento genético, causando desequilibrio nos estoques das
populagdes naturais. A introducgéo involuntaria, ou seja, o escape de espécies
exoticas para o ambiente natural favorece a proliferacdo de doencas e
estabelecem risco de hibridizagcdo com as espécies nativas, podendo modificar

a natureza genética do ecossistema. Como exemplo, L. vannamei e L. schmiti
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apresentam forte potencial de hibridizacao, pois pertencem ao mesmo género,
muito semelhantes morfologicamente (DUARTE, 2006).

Em regibes marinhas e estuarinas, as populag¢des naturais de peneideos
sofrem tanto pela pesca intensiva, como pela introdu¢cdo de cultivos de
camardes exoticos, pois ao ultrapassar barreiras fisicas, biolégicas e
ambientais, tornam-se espécies invasoras, que juntamente com a destruicéo de
habitats, constituem-se as principais causas de extincdo de espécies nativas
(ANGELO; SILVA, 2004; MAGGIONI et al. 2003).

Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), F. subtilis e F. brasiliensis estao atualmente em
estado de sobrepesca, tendo como principal causa, a pesca intensiva ao longo
dos anos (SANTOS; CAMARA, 2002). Este relato ja péde ser constatado por
diversos autores, dentre eles, Amaral e Jablonski (2005), que observaram
também a reducao do tamanho dos espécimes de F. subtilis, F. brasiliensis e F.

paulensis, atribuindo a sobrepesca e a captura seletiva.

3.2 O camarao rosa Farfantepenaeus subtilis

O camarao peneideo conhecido como camarao rosa Farfantepenaeus
subtilis (Pérez-Farfante, 1967) € uma espécie nativa do litoral do Nordeste do
Brasil e se distribui geograficamente no Oceano Atlantico desde a América
Central até a América do Sul, de Cuba até as Antilhas e de Honduras até Cabo
Frio no Estado do Rio de Janeiro (PEREZ-FARFANTE, 1969; DORE;

FRIMODT, 1987; PEREZ-FARFANTE, 1988) (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuigdo geografica do F. subtilis (Fonte: SEALIFEBASE, 2009)

Segundo Paiva (1997), o camarao-rosa F. subtilis vive,
preferencialmente, em fundos brandos de lodo, lama ou areia-lama, até 190 m
de profundidade, habitando biétopos bem distintos caracterizados pela
distancia da costa ou pelo grau de salinidade da agua.

Desde 1960, o camarao F. subtilis tem sido uma das principais espécies
da pesca industrial na regido proxima a fronteira das Guianas e Brasil, e
juntamente com F. brasiliensis é a espécie de maior ocorréncia na pesca
camaroneira desenvolvida na costa Norte do Brasil, compondo praticamente
95% das capturas (NUNES; PARSONS, 1999). Apresentou uma tendéncia de
crescimento até 1987, quando se capturou 10.037t (peso inteiro) e o niumero de
barcos em operagéo atingiu o maximo permitido (DIAS NETO; DORNELLES,

1996). Entretanto, devido a superexploragao da pesca em geral, a partir de
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entdo a tendéncia foi decrescente, ocasionando o declinio de populagdes de F.
subtilis, assim como de varias espécies nativas de peneideos (NETO, 1991).

Além da importancia na pesca, o camarao F. subtilis teve papel
fundamental para o estabelecimento da industria de carcinicultura marinha, em
meados dos anos 80, na Regido Nordeste. Naquela época, também eram
cultivadas outras espécies nativas como o Farfantepenaeus brasiliensis, sendo
que mais de 70% do total de pds-larvas produzidas no pais correspondiam as
espécies F. subtilis e L. schmitti e menos de 30% a espécie L. vannamei
(WAINBERG; CAMARA, 1998). E ao contrario das outras espécies nativas, o
camardao rosa destacava-se por apresentar: melhores desempenhos
zootécnicos e indices superiores de crescimento, conversao alimentar e
sobrevivéncia. Além disso, a espécie possui facil reproducdo em cativeiro por
possuir télico fechado e atrativos precos no mercado Europeu devido sua
coloragao tipicamente amarronzada (MAIA; NUNES, 2003).

Entretanto, apesar das vantagens em relagdo as demais espécies
nativas, poucas sao as informacgdes disponiveis sobre o F. subtilis. Além disso,
desde 1993, o cultivo de camardes se restringiu basicamente a espécie exdtica
L. vannamei, fazendo com que os estudos fossem focados mais nas
necessidades desta espécie exadtica.

Devido a produgado em larga escala de pds-larvas em larviculturas e o
estabelecimento de industrias de racdo formulada no Brasil, a espécie L.
vannamei foi introduzida com sucesso em diversos estados do pais
(GUERRELHAS, 1997). Apesar disso, a continua dependéncia nesta espécie

exotica tem levado a uma perda dos atributos zootécnicos, refletido em maior
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indice de conversdao alimentar, menor crescimento, menor taxa de
sobrevivéncia e maior susceptibilidade a doengas (NUNES, PARSONS, 2000).

Dessa maneira, devido a fragilidade da sustentagdo de monocultivos, e
em especial de uma espécie exoética, tém-se procurado analisar as
potencialidades da utilizagcdo de camarbes nativos para cultivo. Na regiao
Nordeste ocorrem duas espécies de camardes marinhos, o F. subtilis e o F.
brasiliensis, as quais apresentam potencial para o cultivo e comprovadamente
tém maior valor de mercado que o L. vannamei, mas que nao foram ainda
devidamente estudadas, havendo uma escassa disponibilidade de informacgdes
sobre esses camardes (NUNES et al., 1997).

O entendimento sobre mecanismos que atuam no crescimento muscular
ainda sdo completamente desconhecidos para os camardes, principalmente no
ambito genético, mas ja foram amplamente estudados em espécies de
vertebrados e invertebrados (HOOPER; HOBBS; THUMA, 2008; WHITELEY;
EL HAJ, 1997).

Em relagcédo ao F. subtilis, conhecimentos basicos a respeito da biologia,
comportamento, requerimentos nutricionais, fatores que afetam o crescimento
e, principalmente da estrutura genética sao importantes para a compreenséao
da dindmica dos estoques naturais, auxiliando nas medidas de gestéo
pesqueira, assim como sao limitantes para promover o cultivo dessa espécie

em escala comercial (GUSMAO et al., 2005).
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3.3 Genética de organismos aquaticos

Apesar do alto valor comercial e necessidade do entendimento da
estrutura dos estoques pesqueiros, ainda ha pouca informacédo disponivel
sobre a genética de populagdes de organismos aquaticos, principalmente de
camardes. O acompanhamento genético de estoques naturais € fundamental
para a administragcdo eficiente do recurso pesqueiro, assim como para a
exploracéo sustentavel do material genético disponivel de espécies cultivadas
(GUSMAO; LAZOSKI; SOLE-CAVA, 2000).

Entretanto, a genética molecular tem sido bastante utilizada em estudos
com organismos aquaticos, principalmente quando a genética classica por si s
nao consegue elucidar algumas questbes. A alta eficiéncia de tecnologias
baseadas em DNA vem colaborando para um maior entendimento de espécies
brasileiras, auxiliando na produgao de animais em cativeiro e na identificacao
de novas espécies. Pesquisas na area genética de populacbes vém sendo
aprimoradas, devido a utilizacdo de técnicas moleculares e de bioinformatica,
permitindo um maior conhecimento sobre as caracteristicas genéticas de
peneideos. O surgimento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
desenvolvida por Mullis e Faloona (1987), ferramentas de sequenciamento e
mais recentemente da bioinformatica, vem impulsionando pesquisas em
diversas areas (FERREIRA; GRATTAPPAGLIA, 1998).

Mundialmente, alguns estudos de genética molecular com camardes
obtiveram destaque, como a analise estrutural e funcional de genes

importantes (CHIOU et al., 2005; LIU et al., 2005), o estudo do genoma
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mitocondrial (SHEN et al, 2007) e o desenvolvimento de marcadores (CRUZ et
al. 2002).

No ambiente natural, o conhecimento genético tem colaborado em
estudos de filogenia e de estrutura populacional com espécies de camardes
peneideos. Na costa brasileira ja foi possivel identificar a presenga de
populagdes de camarao geneticamente diferenciadas através de estudos de
genética molecular (MAGGIONI et al, 2001).

Na aquicultura, tecnologias de genética molecular tém colaborado
bastante para avangos na area de melhoramento genético, com utilizagdo de
marcadores moleculares, transgénese e definicho de mapas genéticos
detalhados que servem de base, por exemplo, para a identificacdo de
marcadores associados a caracteristicas quantitativas de interesse econémico
(QTL’s), como aquelas associadas ao crescimento ou resisténcia a doengas
(DINIZ, 2005).

O desempenho e a producdo sao caracteristicas controladas por
multiplos genes e, portanto herdadas como tragos quantitativos. QTL sao,
principalmente, codificadas por genes néo-identificados que afetam o
desempenho dos animais, sendo o crescimento a caracteristica mais
importante para qualquer espécie aquatica que sofre selecdo. Dessa maneira,
com o intuito de produzir animais com maior crescimento, pode-se fazer uso de
inser¢cao de genes de crescimento e hibridizagao entre espécies, como Benzie
et al (2001) que produziram animais a partir da hibridizacdo de P.monodon com
P. esculentus, obtendo assim hibridos com razdo de crescimento e coloragao

herdados, respectivamente.
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Dentre as principais tecnologias utilizadas em estudos com camaroes,
estdo os marcadores moleculares, em especial baseados em DNA mitocondrial
(DNAmit), tanto para popula¢des naturais (CHU et al., 2003) como cultivadas.
Algumas caracteristicas sao unicas do sistema mitocondrial, tornando-o um
bom instrumento para estimar variabilidade, caracterizar populagdes, relacionar
a distribuicdo com a biogeografia histérica e apontar relagbes filogenéticas
entre espécies proximas, dentre elas: usa codigo genético diferente do
universal e possui heranca materna (GARESSE et al., 1997; FRANCISCO,
2003).

Regides mitocondriais de artrépodes tém sido largamente utilizadas em
estudos de filogenia e genética de populagdes (SIMON et al., 1994). InUmeros
primers existem para a amplificagdo das diversas regidbes do genoma
mitocondrial deste grupo de organismos e, recentemente, os avangos
tecnolégicos e a redugao de custos tém estimulado o aumento do numero de
genomas mitocondriais completos publicados, por meio de PCR (DINIZ, 2005).

Em camardes, o DNAmit possui tamanho de 16000 pares de base (pb) e
informagdes geradas através dessa regido vem proporcionando maior
conhecimento do status taxondmico de algumas espécies. Como exemplo, € o
caso da descoberta de uma nova espécie de Farfantepenaeus revelada a partir
de andlises genéticas, mostrando que F. subtilis na verdade era a mistura de
duas diferentes espécies: Farfantepenaeus sp. e F. subtilis. Para isso, Gusmao
et al. (2000) utilizaram marcadores nucleares, aloenzimas e mitocondrial (COl),
enquanto que Maggioni et al. (2001) realizaram analises do gene mitocondrial
(16S) de dois morfotipos da espécie F. subtilis detectados, e de suas

distribuicbes ao longo da costa brasileira, indicando a existéncia de um
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isolamento reprodutivo entre os mesmos, sugerindo a diferenciacdo em
espécies. Estes resultados mostram que o estudo do DNA mitocondrial possui
um alto valor informativo.

Analises de DNA também foram usadas para determinar niveis da
variagao intraespecifica e diferenciagcdo genética de populagdes de diversas
espécies de camarao (BENZIE, 2000; CRUZ et al., 2004; MAGGIONI et al.,

2003).

3.4 Alvos moleculares no estudo genético de peneideos: os genes actina

e miosina

O estudo dos genes que atuam em caracteristicas de interesse, como,
por exemplo, no desenvolvimento do tecido muscular do animal, pode fornecer
subsidios para a obtencdo de um animal com melhores desempenhos, maior
crescimento e consequentemente um produto final de melhor qualidade.

Os genes da actina e miosina fornecem a base da contragdo muscular e
mobilidade celular e sdo bastante usados como ferramentas de pesquisas
cientificas, principalmente em estudos de filogenia (BRICHEUX;
BRUGEROLLE, 1997; BHATTACHARYA; WEBER, 1997; HWANG et al,
2002).

Como o crescimento muscular do camarao esta diretamente ligado ao
seu ciclo de muda, César et al, (2006) estudaram as modificacdes
morfologicas, fisioldgicas e a expressao genética de actina e miosina de cadeia
pesada no tecido muscular do L. vannamei, na tentativa de investigar os fatores

moleculares responsaveis pelo crescimento muscular em camardes, durante o
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ciclo de muda, onde foi observado que as expressdes desses genes variam
durante o ciclo, com valores crescentes na pos-muda e decrescentes na pré-
muda.

A actina é a proteina intracelular mais abundante da célula eucarittica,
altamente conservada e esta envolvida em varias fungbes basicas do
organismo, além da contragdo, como, estrutura do citoesqueleto e divisdo
celular (POLLARD, 1990). Actinas sao referéncias classicas de genes
utilizados em analises de expressao com northern blot e semi-quantitativo RT-
PCR (BUNGER et al., 2003). Devido a essas razdes, sdao amplamente
estudadas em animais, tendo sido encontrados em varios organismos
aquaticos. Em peixes ja foram encontrados 23 genes de actinas (incluindo 13
citoplasmaticas) (HWANG et al., 2002), e nos crustaceos, foram encontrados
em: caranguejos (VARADARAJ; KUMARI; SKINNER, 1996), lagosta
(KOENDERS et al., 2002), artémia (MACIAS; SASTRE, 1990), copépodos (KIM
et al., 2003; CRAWFORD, 1995) e em camardes (ZHU et al., 2005).

Actinas sao agrupadas em relacdo a sequéncia de aminoacidos e
distribuicdo nos tecidos. Existem actinas citoplasmaticas e musculares. Os
mamiferos superiores possuem no minimo seis isoformas de actinas: duas
citoplasmaticas, [p-actina e y-actina, e quatro musculares a-actina
(VANDEKERCKHOVE; WEBER, 1978). Genes [B- e y-actina tém sido
estabelecidos como genes housekeeping (THELLIN et al., 1999). A a-actina é
uma proteina muscular predominante no aparato de contragao das células, e a
B-actina é uma proteina do citoesqueleto importante na mantenca da
citoarquitetura, tendo sido bem caracterizada em vertebrados: humanos

(GUNNING et al., 1983), ratos (TOKUNAGA et al., 1986) e carpas (LIU et al.,
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1990). Em camardes peneidos, B-actina ja foi isolada em: Penaeus monodon,

Litopenaeus vannamei, Macrobrachium rosenbergii, Fenneropenaeus chinensis

(Tabela 1).

Tabela 1 — Informacdes sobre os genes de beta-actina e miosinas de camardes

peneideos depositados no GenBank.

Descricao (numero de acesso no

Tamanho do

Fonte
GenBank) gene (pb)
Litopenaeus vannamei beta-actin mRNA, 1320 pb Sun et al., 2007
complete cds (AF300705)
Penaeus monodon beta-actin mRNA, 1134 pb Qiu et al., 2008
complete cds (EF087977)
Macrobrachium rosenbergii beta-actin 1281 pb Zhu et al., 2005
MRNA, complete cds (AY626840)
Fenneropenaeus chinensis beta actin 1358 pb Zhang et al.,
MRNA, complete cds (DQ205426 ) 2006
Farfantepenaeus paulensis myosin heavy 842 pb Kamimura et al.,
chain mRNA, partial cds (DQ115397) 2005
Litopenaeus vannamei myosin light chain 1135 pb Ayuso et al.,
mRNA, complete cds (EU449515) 2008

O isolamento de actina em camarodes esta relacionado também com a

tentativa de obter camardes mais resistentes a doencas, a partir de

manipulagdo genética. O gene da actina é considerado como um bom
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candidato a vetor de expressdo para ser usado em transgenia. Com esse
intuito, ja foi isolado para M. japonicus (MAEDA et al., 2002).

Interagindo com os filamentos de actinas, estdo as miosinas, proteinas
motoras que participam da contracdo muscular. Sdo classificadas de acordo
com a diversidade da sequéncia de aminoacidos (SELLERS, 1999). Existem
pelo menos 13 tipos de miosinas, musculares e ndo musculares, de cadeia leve
e cadeia pesada, sendo as miosinas | (com uma cadeia pesada) e Il (com duas
cadeias pesadas) as mais abundantes e mais estudadas. Em crustaceos, ja
foram isoladas miosinas de lagostas e lagostim. Foram identificadas pelo
menos duas isoformas de miosinas de cadeia pesada em lagostas e trés em
lagostim (HOOPER; THUMA, 2005).

Actinas e miosinas de cadeia pesada tém sido extensivamente
estudadas: actina - Pterobranchia, Annelida, Gastropoda, Brachiopoda,
Chaetognatha, Chelicerata; para miosina de cadeia pesada - Cephalochordata,
Urochordata, Annelida, Chaetognatha, Chelicerata (LAMERS et al, 1998;
HARRIS et al, 1984; BOVENSCHULTE; WEBER, 1997).

Aliada a importancia biologica, o estudo de genes e proteinas
musculares de invertebrados € justificado pelo beneficio que pode oferecer ao
ser humano. Dois argumentos sustentam esse fato: primeiro, o ultimo ancestral
comum de vertebrados e invertebrados tinham musculo e a maioria dos genes
musculares de vertebrados e invertebrados sdo homologos. As vantagens
experimentais com invertebrados permitem uma melhor investigacdo, com
maior detalhamento do que com vertebrados. Em segundo, genes musculares
de invertebrados apresentam maior variagdo, fazendo com que haja uma

interagc&o funcional mais correta (HOOPER; THUMA, 2005)
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Varias doengas humanas resultam de erros na estrutura muscular de
proteinas, entdo, o estudo com invertebrados possibilita a melhoria da saude
humana. E estudos comparativos também oferecem um grande campo para
investigar a relagcdo entre as estruturas de genes e proteinas musculares
(HOOPER; THUMA, 2005).

Ainda em relagcdo a saude humana, os camarbes s&o alimentos
altamente alergénicos e isto se deve a presengca de algumas proteinas
envolvidas na indugao dessas reagdes alérgicas. Segundo Ayuso et al. (2008),
0 gene da miosina de cadeia leve do L. vannamei foi identificado como sendo a
nova proteina responsavel por causar alergia ao homem, nomeado de Lit v
3.0101, pelo qual até recentemente era direcionado principalmente a proteina
muscular tropomiosina (SHANTI et al, 1993). Estudos como esse, podem
colaborar para o desenvolvimento de vacinas nao alergénicas (AYUSO et al.,

2008).

3.5 Inferéncias bioldgicas

A genética estuda a transmissdo, as alteragbes e a expressao dos
genes, determinando as caracteristicas fenotipicas, também possibilita verificar
a estruturacdo de populagbes de uma dada espécie; adaptagcdao de
determinada populagdo ao ambiente e comparacao de espécies para detectar
diferencas e/ou para fazer inferéncias filogenéticas. (CHETVERIKOV, 1926;
FISHER, 1930). Para isso, a Genética Classica faz uso de técnicas como
isoenzimas e citogenética, enquanto que a Genética Molecular faz uso de

técnicas mais poderosas, como PCR e sequenciamento de DNA.
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Devido ao crescente numero de dados genéticos obtidos em pesquisas
de diversos laboratérios do mundo, com a identificagcdo de genes a partir de
sequenciamentos, fez-se necessario construir bancos de dados a fim de
organizar de maneira acessivel esse grande volume de dados, de modo a
evitar redundancia na pesquisa cientifica e possibilitar a analise por um maior
numero de cientistas. Dessa maneira, o banco de dados (GenBank) do Centro
Nacional para Informacédo Biotecnolégica (NCBI) aparece como o mais
conhecido banco de genes, disponibilizando sequéncias de DNA, genomas
completos, proteinas e ferramentas para analise (SANTOS; ORTEGA, 2003).

Varios pesquisadores fazem uso desses dados para realizar inferéncias
biolégicas a partir da analise comparativa entre espécies com o auxilio da
bioinformatica, produzindo alinhamentos multiplos de sequéncias, auxiliando a
identificagao visual de locais em um DNA ou em uma sequéncia de proteinas
que pode ser funcionalmente importante. Tais locais sdo normalmente
conservados, ou seja, 0 mesmo aminoacido esta presente nesse local em cada
um dos grupos das sequéncias relacionadas (GIBAS; JAMBECK, 2001).

As estratégias de descobertas de genes e de elementos de sequéncias
conservados baseadas em reacdo de PCR sao bastante importantes,
principalmente com a possibilidade de comparagbes com informacdes
presentes em bases de dados (MOORE et al., 1998).

Nos ultimos anos, foram realizados varios estudos de filogenia com
camardes peneideos usando caracteres genéticos, na tentativa de elucidar
questbes de taxonomia e evolugdo, mas infelizmente ainda ha fatores
limitantes como o reduzido numero de espécies estudadas e pouca informacao

genética obtida (SHANE et al., 2004).
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Como exemplo, sdo as analises realizadas a partir de sequéncias de
DNA mitocondrial em estudos de filogenética em populagdes de camardes
naturais (GUSMAO et al., 2000; MAGGIONI et al., 2001) e para avaliar a
divergéncia genética entre populacdes de cultivo (SEKINO et al., 2002). Dentre
0s principais genes da regiao mitocondrial utilizados em estudos estdo o 16S
rRNA e o COlI (citocromo oxidase 1), sendo o primeiro altamente conservado e
com baixa taxa de evolugado mais indicado para estudos de filogenia, enquanto
o COIl menos conservado que o 16S, é frequentemente usado em estudos de
evolucao (BEARD et al., 1993).

Palumbi e Benzie (1991) descobriram altos niveis de divergéncias
moleculares entre espécies de peneideos Penaeus stylirostris, L. vannamei, P.
esculentus e Metapenaeus endavevori isolando genes mitocondriais COIl e
12S. Da mesma maneira, Baldwin et al (1998) também utilizaram COI para
verificar a filogenia e biogeografia entre peneideos, onde os dados moleculares
resultantes discordaram da revisdo sistematica anteriormente realizada por

Perez-Farfante e Kensley (1997) baseada no télico do animal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material utilizado
a) Equipamentos utilizados
Todos os equipamentos e materiais necessarios a realizagao do trabalho

estdo apresentados no Anexo A.

b) Materiais de consumo

Uma extensa lista de reagentes e solugbes empregadas nesse trabalho
pode ser visualizada no Anexo B. De forma abreviada, dentre os principais
componentes utilizados, destacam-se aqueles necessarios para PCR, que sio:
os primers, complementares ao DNA alvo; desoxinucleotideos trifosfatados
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), para serem incorporados aos produtos nascentes;
enzima termo-estavel Taq DNA-polimerase, que oferece condicbes para a
amplificagao; cloreto de magnésio (MgCl,), servem de cofator para a atividade
da enzima; agua ultrapura e amostra de DNA ou cDNA alvo.

Para o sequenciamento, a maioria dos reagentes sao 0s mesmos para a
PCR, com a inclusdo de didesoxirribonucleotideos marcados com diferentes
corantes fluorescentes (fluorocromos), que vao permitir a detecgdo dos
nucleotideos pelo sequenciador.
c) Softwares de analises genéticas

A construgdo de primers especificos para amplificagcdo de genes de
interesse é auxiliada pela utilizacdo de programas disponiveis na internet que,

a partir de uma determinada sequéncia de oligonucleotideos submetida a
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analise, fornecem as principais caracteristicas que influenciam no sucesso da
reacao de PCR, ou seja, garantindo um anelamento correto entre o primer e a
sequéncia alvo de DNA. Dentre elas, destacam-se: os primers escolhidos
devem apresentar uma sequéncia unica dentro da regido a ser amplificada, os
pares de primers devem possuir temperatura de anelamento similar para
garantir um anelamento simultdneo, a composicdo de bases e o comprimento
deles devem ser mantidos em padroes pré-estabelecidos e devem anelar em
sitios espacados entre 100 a 600 pares de base, pois esta distancia permite
uma sintese eficiente durante a PCR (SAIKI, 1989).

Dentre os principais softwares de desenho de primers estdo: o PRIMER3

(http.//frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cqgi) e o OligoAnalyzer,

localizado no site do Integrated DNA Technologies - IDTDNA

(http.//www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), que foi o utilizado

neste trabalho.

Inicialmente foi feita uma busca e analise de sequéncias nucleotidicas
do mRNA de beta-actina e miosina de organismos modelos e camardes,
depositadas, até o momento, no banco de dados bioldgicos publico - GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Essas sequéncias obtidas de varias espécies
foram salvas em formato FASTA e armazenadas localmente em um arquivo de
texto. Em seguida, foram alinhadas apropriadamente através do programa de
alinhamento multiplo ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON,1994), baseado em algoritmo heuristico progressivo,
produzindo alinhamentos de acordo com as similaridades e diferencgas entre as
sequéncias, que podem ser facilmente visualizadas pelas diferentes cores

associadas a cada aminoacido ou nucleotideo.
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Essas analises comparativas permitem a identificagdo de regides
conservadas ao longo dos alinhamentos, ou seja, fragmentos candidatos a
primer, que possuissem pelo menos entre 20-30 pares de bases de
comprimento e que fossem proximos as extremidades.

Com o intuito de verificar a viabilidade desses primers candidatos, essas
regides conservadas foram inseridas individualmente no OligoAnalyzer,

(http.//www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), que fornece os

parametros que irdo influenciar na especificidade desejada dos primers, como
a temperatura de anelamento; conteudo GC; a possivel formacgao de estruturas
secundarias internas e a complementaridade entre eles. Quanto menor for a
complementariedade, menor sera a formacao de artefatos na reacdo de PCR,
aumentando a eficiéncia da reagao.

Dessa maneira, a partir da sintese dos primers desenhados, foi possivel
dar prosseguimento ao trabalho laboratorial, com a amplificacdo e
sequenciamento dos fragmentos desejados. As informagdes geradas pelo
sequenciamento podem ser organizadas, analisadas e interpretadas com o
apoio da bioinformatica (SANTOS; ORTEGA, 2003). Sendo assim, alguns
programas mereceram destaque.

Primeiramente, para verificar a qualidade da amplificagdo dos genes e
quantificacdo das amostras no gel, foi utilizado o software proprietario e néao
disponivel na internet, Image Aid v. 3.06 (Synoptics Ltd. Spectronics
Corporation), que permite a comparagao da intensidade e tamanho da banda
do produto de PCR (denominado amplicon) com a intensidade e tamanho da

banda do marcador aplicado.
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Na etapa de sequenciamento &€ gerado um arquivo grafico contendo
picos representativos dos quatro nucleotideos ou bases possiveis (A, T, C, G e
N-base néo identificada) e a posigcao delas. Esses dados foram convertidos em
eletroferogramas através do programa Chromas lite version 2.01
(www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) onde foi possivel transformar as
sequéncias em formato de arquivo de texto padrdao, denominado formato
FASTA, permitindo a utilizagdo das sequéncias em outros programas de
bioinformatica. Ainda com o auxilio desse programa, cada sequéncia foi
observada individualmente, inclusive, cada base/nucleotideo, com a
possibilidade de verificagcdo manual da sequéncia.

Depois de verificada a qualidade das sequéncias, foi utilizado o
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), software para
edicdo e analises de alinhamentos multiplos, que permite a obtencdo de uma
sequéncia consenso para cada primer F e R, e depois a montagem das
sequéncias parciais ou contigs de cada individuo sequenciado, prontas para
serem trabalhadas.

Dessa maneira, para confirmar a identidade das sequéncias, foi utilizado
o programa de alinhamento pareado BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (ALTSCHUL et al, 1997), frequentemente usado na bioinformatica,
baseado em heuristicas, que realiza buscas de sequéncias similares em base
de dados. A partir de uma sequéncia de trabalho submetida a analise
(denominada Query), o BLAST faz uma busca local no banco de dados de
interesse, neste caso, o GenBank do NCBI, oferecendo uma lista de possiveis
sequéncias semelhantes (denominadas hits) e seus alinhamentos com a

sequéncia Query. O resultado do BLAST é dado na forma de um grafico onde a
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sequéncia analisada e as alinhadas aparecem com barras coloridas
designando a qualidade do alinhamento. Cada cor informa o grau de
similaridade em relacdo a sequéncia analisada, e cada hit exibe também
informacgdes estatisticas designadas scores (quanto maior o valor, melhor o
alinhamento) e e-value (quanto menor o valor, menor a chance de que o
alinhamento seja casual).

Por ultimo, novamente foi utilizado 0 ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,1994) para a
realizacdo de alinhamento multiplo entre as sequéncias obtidas no trabalho
com outras sequéncias de espécies diferentes ja depositadas no GenBank,

afim de verificar o nivel de proximidade entre elas.

4.2 Metodologias

4.2.1 Obtencao e tratamento das amostras

Os camardes utilizados neste estudo foram capturados diretamente do
ambiente natural através de rede de arrasto manuseada por uma pescadora
local, em abril de 2007. Foi escolhido como local de coleta o estuario do rio
Pacoti (latitude 3°49’56, 15°S; longitude 38°25'11,82°0), localizado no
municipio de Aquiraz (Figura 3), no litoral leste do estado do Ceara, em uma
regido proxima ao Centro de Estudos Ambientais Costeiros (CEAC) do Instituto
de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara (UFC).
Essa localidade vem sendo objeto de estudo em varias pesquisas, devido ao

fato de ser bastante rica em diversidade de espécies e onde foi possivel se
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encontrar camardes peneideos devido a uma atividade de coleta piloto antes

de ser iniciada a coleta oficial para a pesquisa (Figura 4).
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Figura 3 — Mapa de Aquiraz, no litoral do Estado do Ceara (Fonte: Municipio de
Aquiraz, 2009).
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Figura 4 — Local de coleta dos camardes no rio Pacoti (Fonte: GoogleEarth,
2009).
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Na tentativa de selecionar corretamente camardes da espécie F. subtilis,
algumas caracteristicas basicas foram observadas para permitir uma rapida
identificacdo visual, como o aspecto morfolégico externo do camardo, de
coloracdo geralmente marrom ou acinzentada e exoesqueleto contendo
cromatéforos em toda sua extensdo. Dessa maneira, foram coletados 50
camardes supostamente da espécie desejada, que foram transportados vivos
ao Laboratério de Biologia Aquatica pertencente ao Departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara — UFC.

O transporte dos camardes do estuario para o laboratério foi realizado
em sacos plasticos com aproximadamente 1/3 de agua do estuario e 2/3 de ar
comprimido, com aeragdo constante. Apos chegada ao laboratério, foram
aclimatados em um aquario de 50L com agua do estuario filtrada, com
salinidade 20, pH 7.8 e sistema de aeracéo constante.

Os camarbes foram mantidos nesse aquario durante um periodo
aproximado de sete dias, para entdo se prosseguir com os procedimentos de

identificagdo taxondmica e molecular da espécie.

4.2.2 Identificagdo da espécie F. subtilis

a) Morfolégica/ Anatdmica

A identificacdo taxondémica da espécie foi realizada segundo a
metodologia de Pérez-Farfante e Kinsley (1997). Devido ao fato dessa espécie
ser bastante semelhante a outra espécie de ocorréncia no local, o
Farfantepenaeus brasiliensis, alguns exemplares dessa espécie foram

adquiridos para permitir um diagnéstico mais preciso.
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As principais caracteristicas consideradas para a correta identificagao
foram: presenca ou auséncia do sulco adostral; quando presente, o formato do
sulco adostral; formato dos 6rgaos sexuais feminino (télico) e masculino
(petasma) dos individuos que apresentavam dimorfismo sexual.

Espécies pertencentes ao género Litopenaeus apresentam o sulco
adostral curto e possuem télico aberto, enquanto que espécies do género
Farfantepenaeus apresentam sulco adostral longo, se prologando de uma
extremidade a outra do rostro dorsal, alcangando quase a margem posterior da
carapaca e possuem télico fechado. Ja para diferenciar F. subtilis de F.
brasiliensis, a presenca de mancha vermelha entre 3° e 4° somito abdominal
nesse ultimo e o formato do sulco adostral, apresentando mesma largura ao
longo da extensédo, sdo cruciais para identificagao, pois o F. subtilis nado possui
a tal mancha e o seu sulco vai se afunilando ao se aproximar da extremidade
inferior.

Um esquema onde podemos observar as diferentes caracteristicas dos
sulcos adostrais foi apresentado no trabalho de Gusmao et al. (2000) entre F.
subtilis e F. paulensis, sendo esta ultima espécie com mesmo tipo de sulco que
o F. brasiliensis, portanto serviu como base para auxiliar na comparacao

(Figura 5).
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Figura 5 — Diferengas anatdbmicas e morfolodgicas entre os sulcos adostrais de
(A) F. paulensis (similar ao F. brasiliensis) e (B) F. subtilis. Espécies de
camardes F. paulensis, assim como F. brasiliensis, sao caracterizadas por
possuirem sulco adostral longo com mesma largura ao longo de sua extensao,
enquanto que em F. subtilis o sulco adostral vai se afunilando no final da
extremidade posterior, como podemos observar através de setas no desenho
apresentado. (Fonte: Gusmao et al., 2000).
b) Molecular

Os camardes identificados de acordo com suas caracteristicas
morfologicas externas foram transportados para o laboratério NUGEN - Nucleo
de GenOmica e Bioinformatica, pertencente a Faculdade de Veterinaria
(FAVET) da Universidade Estadual do Ceara (UECE), para serem realizados
os procedimentos moleculares de analises genéticas. Os animais foram
levados vivos, pois para o procedimento de extragcdo de RNA, ha a
necessidade de tecido fresco.

A identificacdo molecular foi baseada no sequenciamento das regides

mitocondriais citocromo oxidase subunidade | (COIl) e 16S. Em posse das



37

sequéncias de DNA, foram realizadas analises comparativas dos respectivos
nucleotideos com as sequéncias descritas por Gusmao et al., (2000) para a
espécie F.subtilis e F.sp, disponiveis no Banco Mundial de Genes (GenBank)
através da ferramenta de busca BLAST (Basic Local Alignment Seach Tool).
Para fazer o alinhamento entre as sequéncias, foi utilizado o programa

Clustal W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,1994).

4.2.3 Extracdo de DNA gendmico

Individualmente, quatro camardes foram mortos através de corte do
cefalotérax com bisturi. Amostras do musculo do primeiro segmento abdominal
do camarao foram retiradas para isolamento do DNA gendmico, usando o
reagente TRIZOL® Reagent (/Invitrogen Life Technologies), seguindo a
metodologia descrita pelo fabricante (CESAR; YANG, 2008). Esse reagente
consiste em uma solugdo de fenol e guanidina isotiocianato, que permite um
rapido isolamento de RNA, DNA e proteinas.

Para cada amostra, a extracao foi iniciada a partir da maceracdo manual
de 100mg de tecido muscular com 1mL de TRIZOL, em um tubo para
centrifuga de 2mL com auxilio de uma ponteira. Posteriormente, as amostras
foram incubadas por 5 min em temperatura ambiente, depois foi adicionado 0,2
mL de cloroférmio, os tubos foram rapidamente vortexados e incubados de 2 a
3 min em temperatura ambiente.

Os tubos foram centrifugados a 1200Xg por 15 min a 4°C promovendo
uma separacao de trés fases, onde a fase superior € incolor contendo RNA,

enquanto na fase intermediaria se encontra o DNA, caracterizada por uma
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camada esbranquicada, e a fase inferior € composta por proteinas e com
coloracao rosada.

Nessa etapa do procedimento de extragao, foi pipetada cuidadosamente
o liquido da camada que contém RNA para um novo tubo para dar
prosseguimento ao isolamento e purificagdo de RNA, etapa essa que sera
explicada em outro tépico do trabalho.

Para dar continuidade a extragcao de DNA, apdés a completa remocéao da
fase aquosa, prosseguiu-se com a precipitagado e varias lavagens para purificar
o DNA. Para isso, foi adicionado 300 mL de alcool etilico absoluto e agitou-se
levemente por meio de inversao do tubo. Apds isso, os tubos foram incubados
em temperatura ambiente por 3 min e entdo centrifugados por 5 min a 2000 g a
4°C. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente através de inversao de
tubo na pia ou por meio de pipetagem, quando necessario.

O pellet de DNA foi lavado com adicdo de 1 mL de citrato de sddio
(0,1M) em 10% de alcool absoluto, entdo, realizou-se vortexagem, incubacgéo
por 30 min a temperatura ambiente e centrifugagcao a 2000 g por 5 min a 4 °C.
Apods esse procedimento, foi realizada novamente a adi¢ao de citrato de sédio
até a etapa de centrifugagao.

Amostras foram lavadas com 1 mL de a&lcool etilico 75%, vortexadas e
incubadas em temperatura ambiente por 20 min e entdo centrifugadas a 2000 g
por 5 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado com atencao para nao se
perder o pellet, deixando os tubos abertos durante aproximadamente 15 min
para permitir a secagem do pellet, para, em seguida, o DNA ser ressuspendido

com 600 mL de hidréxido de sédio (8mM).
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Apos ter sido realizado o ajuste de pH das amostras, através de adigao
de EDTA (1mM) com pH 8,0, as amostras foram acondicionadas a -20° C.

A qualidade das amostras de DNA gendmico foi observada através de
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo e
visualizada em transluminador UV, conforme protocolo padrdo, enquanto que
as concentragdes das amostras foram obtidas por quantificacdo em
espectrofotdbmetro, sendo esse procedimento realizado em trés laboratérios
para validar os resultados, sdo eles: Laboratorio de Bioquimica Marinha do
Departamento de Engenharia de Pesca da UFC; Laboratério de PCR do

Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) e no NUGEN.

4.2.4 Amplificacao de 16S e COl

Depois de extraido e quantificado, o DNA foi utilizado para a
amplificacdo dos genes 16S e COI através de PCR. Essa etapa consiste na
utilizacdo de uma mistura de reagentes, denominada mix, necessarios para
sintetizar uma regiao alvo especifica do DNA . Para uma reagdo de PCR com
volume final de volume de 10 pl, o mix continha 200 yuM de cada dNTP, tampao
1X (10 mM Tris-HCI pH 8,4, KCI 50 mM,) 1,5 mM MgCl,, 0,4 uM de cada primer
(armazenados numa concentracdo 10 pM/uL), 1U de PlatinumTaq DNA
Polymerase e 1uL de DNA que correspondia a 10ng. Como controle positivo
foram utilizadas amostras de DNA de L. vannamei, decorrentes de uma
pesquisa anteriormente realizada no NUGEN. Os primers utilizados foram
previamente descritos na literatura, a saber: para o gene COI, conforme
descrito por Palumbi (1996) e para o gene 16S, foram os primers utilizados por

Maggioni (2002) (Tabela 2).
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O programa de termociclagem, com duragao de 2 horas, consistiu de um
ciclo de desnaturagao a 94°C/ 4 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagao do
DNA a 94°C/ 1 min, com temperatura de anelamento de 52°C para 16S e 50°C
para COIl por 1 min e a extensdo a 72°C/ 1 min; e encerrando o processo com

uma extensao final a 72°C/ 10 min.

Tabela 2 — Primers utilizados para a amplificagdo dos fragmentos de 16S e
COl. Primers de 16S e COI com suas respectivas sequéncias de nucleotideos,
o tamanho do fragmento esperado em pares de base e a temperatura de
anelamento ideal para a reagdo de PCR.

Tamanho Temperatura

Primers Sequéncia (5’ para 3’) esperado de
(pb) anelamento
COlI-Foward CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC 558 50 °C
COI-Reverse AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC 558
16S ar CCGCCTGTTTATCAAAAACAT  485-530 59°C
16S br CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 485-530

Ao término da termociclagem, os produtos da PCR, denominados de
amplicon, foram submetidos a corrida de eletroforese a fim de confirmar a
amplificacdo. Para isso, uma aliquota de 2uL do amplicon e 1uL do corante
azul Loading dye homogeneizados foram aplicados em gel de agarose 1%,
contendo o tampao 1X TAE (Tris-Acetato-EDTA) e 1uL de brometo de etidio.
Juntamente com o marcador 1Kb plus da Invitrogen, as amostras foram
aplicadas no gel, submetidas a uma corrente elétrica de 60 V e o gel foi
visualizado em transluminador ultravioleta, fotodocumentado por camera digital
através do software Image Aid v. 3.06 (Synoptics Ltd. Spectronics Corporation),
possibilitando analisar a qualidade das amplificagcdes obtidas, pela observacao

de uma unica banda, intensa, bem definida e com tamanho correspondente ao
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esperado. Todas as fotos dos géis foram editadas e identificadas no programa
Photo Studio (ArcSoft).

A etapa seguinte, de quantificagcdo das amostras, também foi realizada
por meio do programa Image Aid v. 3.06 (Synoptics Ltd. Spectronics

Corporation).

4.2.5 Sequenciamento de 16S e COI

O sequenciamento dos genes 16S e COI foi baseado em trés etapas:
reacado de sequenciamento, purificacdo dos amplicons e sequenciamento.

De acordo com as instrugdes do fabricante do sequenciador, a
concentracido do produto da PCR a ser utilizado na reacdo de sequenciamento
varia com o tamanho do fragmento amplificado. No caso, para o trabalho em
questao, como o tamanho esperado dos fragmentos estava na faixa entre 100
e 1000pb (pares de base), é necessario que a concentragdo do amplicon esteja
entre 10 e 50 ng. Dessa maneira, foi padronizada a utilizagdo de 10 ng do
amplicon tanto para 16S quanto para COI.

Com o amplicon quantificado e a concentracdo determinada, foi
realizada a etapa da reag¢ao de sequenciamento, que consiste na utilizacdo dos
primers Foward e Reverse separadamente e terminais fluorescentes ddNTPs
(ABI Prism® Big Dye terminator Cycle Sequencing ready Reaction Kit Version
3.0, Applied Biosystems). O mix para a reagcdo de sequenciamento com um
volume final de 10uL continha 1uL de BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®); 1,5 X de Tampao Save $$; 0,2
pmol de primers (Foward ou Reverse); 10 ng de produto da PCR e agua milliQ,

para completar o volume final da reacao.
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O programa de termociclagem, de acordo com o protocolo do fabricante,
consistia de 1 ciclo 96°C por 1 min, 30 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15
seg, anelamento a 50°C por 15 seg e extensao a 60°C por 4min, sendo esta
reacao com duracao de 3 horas aproximadamente.

Apods as reacdes de sequenciamento, as amostras eram submetidas a
uma purificacdo com etanol, de acordo com o protocolo do sequienciador 3100
da Applied Biosystems, com algumas alteragdes. Primeiramente, foi adicionado
80 uL de etanol 80% em cada tubo com a amostra e depois foi pipetado todo o
volume (90 pL) para uma placa de 96 pogos. Em seguida, a placa foi selada,
protegida da luz, deixada em temperatura ambiente por 15 min e entdo
centrifugada a 4000 rpm por 45 min. O sobrenadante foi descartado por
inversao da placa em papel absorvente, a placa foi submetida a um spin (breve
centrifugacéo) e entao foi adicionado 100 uL de etanol 70% em cada pogo e
centrifugou-se a 4000rpm a 4° C, durante 15 min. Novamente o sobrenadante
foi descartado, e deixou-se a placa secando por 30 seg a 95° C no
termociclador.

Para concluir, as amostras foram ressuspendidas com a adicdo de 10 uL
de formamida Hidi, vortexadas, centrifugadas, desnaturadas a 95° C por 2 min
e deixadas em contato com gelo durante 1 min, promovendo o choque térmico
e a completa desnaturacao.

A etapa de sequenciamento foi realizada no sequenciador automatico de
DNA ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). Para analise
dos dados obtidos, cada sequéncia foi observada individualmente, inclusive,
cada base/nucleotideo. Primeiramente foram analisados os eletroferogramas

com o auxilio do Chromas lite, onde ha a possibilidade de verificagdo manual
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da sequéncia, quando necessario, pois nem sempre o sequenciador oferece
uma perfeita identificagcdo das bases marcadas.

Depois de verificada a qualidade das sequéncias, foi utilizado o
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, T.A. 1999) que permite a
obtencdo de uma sequéncia consenso para cada primer F e R, e depois a
montagem das sequéncias parciais ou contigs de cada individuo sequenciado.

Apds a obtencéo dos contigs, as sequéncias estdo prontas para serem
trabalhadas. Sendo assim, para confirmar a identidade individual das
sequéncias, verificando se as amostras obtidas de 16S e COIl correspondiam
realmente a espécie F. subtilis, cada amostra foi inserida no programa BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al, 1997).

4.2.6 Isolamento de beta-actina e miosina de cadeia pesada
4.2.6.1 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido do musculo do primeiro segmento abdominal do
camarao, amostra também utilizada para a extracdo de DNA, usando o
reagente TRIZOL® Reagent (/nvitrogen Life Technologies), seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante, que € uma metodologia aperfeicoada do
método desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987).

O procedimento teve algumas modificagbes, sendo que a etapa inicial da
extragao ja foi descrita anteriormente (item 4.2.3), desde a digestao do tecido
até a separagao da solugdo em fase aquosa e organica, promovida pela adigéo
de cloroférmio, apresentando a amostra com trés camadas, estando a superior

com RNA.
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ApOs a transferéncia da fase superior para um novo tubo de 2mL, o RNA
foi precipitado com a adigao de 500 uL de alcool isopropilico, homogeneizado
cuidadosamente e as amostras ficaram incubadas a temperatura ambiente por
10 min, para entdo serem centrifugadas a 1200 g/ 5 min/ 4°C. O RNA ficou
precipitado no fundo do tubo, embora as vezes ficasse invisivel. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75%,
centrifugado a 7500 g/ 5min/ 4°C. Apds isso, o sobrenadante foi descartado
novamente, o pellet foi posto a secar em temperatura ambiente por 10 min e o
RNA foi ressuspendido em 50 uL de agua tratada com DEPC 0,01%
(dietilpirocarboneto).

Imediatamente apds o isolamento do RNA, as concentracbes foram
estimadas por espectrofotometria com medidas de absorbancia a 260/280 nm e
1uL de cada amostra foi analisada em gel de agarose 1% para checar a
integridade e pureza do RNA, o qual foi estocado em freezer a -80°C para

posterior utilizacio.

4.2.6.2 Sintese de cDNA

A reacao de transcriptase reversa do RNA total extraido do camaréo foi
processada utilizando o Superscript first strand cDNA Synthesis (Invitrogen) de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. Em um tubo de 0,2 mL, foi
adicionado 1uL de RNA, 1 pL de 10 mM dNTP mix, 1uL de Oligo (dT)2-1s
(0,5mg/uL), agua DEPC até completar 10 uL, seguido por incubacédo a 65°C
por 5 min e entdo colocada no gelo por 1 min.

Posteriormente, foi adicionado 2 uL de tampao 10X RT, 4 uL de 25 mM

MgCl, , 2 yL de 10 mM DTT e 1 uL de RNaseOUT Recombinant RNase
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Inhibitor. Essa mistura foi incubada a 42°C por 2 min, logo depois foi
adicionado 1uL (50 U) de Superscript Il RT e incubado a 42°C por 50 min. Para
finalizar a reagdo, prosseguiu-se a incubagao a 70°C por 15 min e entdo as
amostras foram levadas ao gelo e estocadas em -20°C até futura utilizagcéo

para a amplificacao do fragmento alvo.

4.2.6.3 Amplificagcao de beta-actina e miosina de cadeia pesada
a) Desenho de primers

O desenho de primers é basicamente dividido em quatro fases: busca e
escolha das sequéncias de interesse; alinhamento delas e determinagao do
consenso; selegdo da regido consenso mais conservada; sintese e teste dos
primers (GARCES; LIMA, 2004).

Com o intuito de obter primers adequados para o trabalho, foram
desenhados iniciadores com base na busca e analise de sequéncias
nucleotidicas do mRNA de beta-actina e miosina de cadeia pesada de
organismos modelos e camardes, depositadas, até o momento, no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias obtidas de varias espécies para
cada gene de interesse (beta-actina e miosina de cadeia pesada) foram
coletadas para em seguida serem submetidas a alinhamento apropriado

(Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 — Espécies utilizadas para desenhar os primers de beta-actina.
Sequéncias obtidas do GenBank com suas respectivas identificacbes (N. de
acesso) e o tamanho de cada sequéncia.

N. de acesso no Tamanho das

Especies GenBank Sequéncias Fonte
Litopenaeus vannamei AF300705 1320 bp SUSO%t7a/-,
1 i Zhang et al.,
Fenneropenaeus chinensis DQ205426 1358 bp 2006
Penaeus monodon EF087977 1134 bp Q'goeésa/-,
Macrobrachium rosenbergii AY626840 1281 bp ZhlZJO%tSaI”
Artemia franciscana AJ269584 1148 bp Sa% Oeé al,
Hauton,
Homarus gammarus AJ581663 1264 bp Hammond,
Smith, 2005
Drosophila melanogaster AB003910 4755 bp O:laqu()gtg 6et
Homo sapiens NM_001101 1793 bp R'ngg Oeé al.,

Tabela 4 — Espécies utilizadas para desenhar os primers de miosina de cadeia
pesada. Sequéncias obtidas do GenBank com suas respectivas identificacdes
(N. de acesso) e o tamanho de cada sequéncia.

N. de acesso no Tamanho das Referéncia

Especies GenBank sequéncias Bibliografica
Acesso
Artemia franciscana DQ448227 577 bp direto no
GenBank
Farfantepenaeus Kamimura
paulensis DQ115397 842 bp et al., 2005
Acesso
Homarus americanus HAU03091 1529 bp direto no
GenBank
. Desjardins
Homo sapiens NM_014981 7074 bp et al, 2002
Drosophila melanogaster X60196 2760 bp Kronert et

al, 1991
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As analises comparativas entre as varias sequéncias, foram realizadas
com o auxilio do ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON,1994). Sendo assim, foram escolhidos fragmentos entre
20-30 pares de bases de comprimento e que fossem proximos as
extremidades.

A viabilidade dos primers candidatos para beta-actina e miosina de
cadeia pesada foi analisada a partir da submissdo individual das regides
conservadas no software OligoAnalyzer

(http.//www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) (Figura 6 ).

Chat with a

INTEGRATED DNA

TECHNOLOGIES

Home. . Catalog Order -Support- SciTools LabLinker [Search o |

IDT T Scilools
A A OligoAnalyzer 3.1
1

Instructions | Definitions | Feedback

Sequence # Bases 20 Target Type [Driz 5] sy - e
5'-[GAG GCC CAG AGC AAG GGW GG = ==
Oligo Conc ,_D‘ZS M Hairpin - <
Na* Cone  [50 mM Self-Dimer
Mg** Cone [0 mM i Teciigianibag certifi
of VD and AR o
Bl | HEEI Blast
= dNTPsCone [T Jmm L |
THl Mismatoh

L Clear Sequence. . Add To Order | | Default Settings | | MAConversion |

Results 5 mods Internal Mods 3'mods Iixed Bases-

RESULTS

SEQUENCE: =
5'- GAG GCC CAG AGC AAG GGW GG -3'

COMPLEMENT:

5'- CCW CCC TTG CTC TGG GCC TC -3'

LENGTH: 20

GC CONTENT: 70.0 %

MELT TEMP MIN MEAN MAX

EACEE 62.6 °C 62.5°C €3.10C

Dilution 18 Resuspension |

MOLECULAR
WEIGHT:
EXTINCTION

£261.5 g/mole
COEFFICIENT: 2094950 L/{molecm)
—_nmole/0OD.__.:_a o0

= O X

Figura 6 — Pagina de apresentagdao do software Oligoanalyzer. Nesta figura
esta o resultado da primeira analise de uma sequéncia de oligonucleotideos
candidato a primer de beta-actina, apresentando um bom conteudo GC de 70%
e a temperatura melt ideal de 62,9°C. Os principais parametros observados
ainda sao Hairpin e Self-dimer.

A presengca de estruturas secundarias nos primers, produzidas por

interacdes intermoleculares (self-dimer) ou intramoleculares (hairpin) podem
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afetar a temperatura de anelamento e consequentemente a amplificacao,
reduzindo a disponibilidade de primers para a reagao (Figura 7). Por esse
motivo, as principais estruturas que devem ser evitadas sao hairpin (interagao
dentro do primer) e self-dimer (interagdes entre dois primers no mesmo

sentido) (BURPO, 2001; RYCHLIK, 1990).
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Figura 7 — Figura representativa de exemplo de ocorréncia de hairpin. Hairpin
com uma sequéncia de oligonucleotideos aleatoria (GGC GGT ATG ATC CCG
CTA GTT AC) (Fonte: BIO450 Primer Design Tutorial, 2006)

De posse dessas informagdes, foram escolhidos os oligonucleotideos
que apresentaram melhores caracteristicas: 30-70% de conteudo GC, reduzida
formagao de dimeros e hairpins (regides de auto anelamento) e temperatura de
melting (Tm) por volta de 60 °C. Entdo, as sequéncias dos primers foram
encaminhadas para sintese em laboratério comercial e adquiridas para serem

utilizadas posteriormente.

b) Reacao de PCR
A reagdo de PCR foi realizada com a utilizacdo dos primers
especificos desenhados para beta-actina e miosina de cadeia pesada, etapa

anteriormente explicada. Para uma reagcao de PCR com volume final de 10 pl, o
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mix continha 200 uM de cada dNTP, tampao 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,4) 1,5
mM MgCl,, 0,4 uyM de cada primer (armazenados numa concentragdo 10
pM/uL), 1U de PlatinumTaq DNA Polymerase e 1uL de cDNA. Da mesma
maneira quando na amplificagcao de 16S e COI, também foi utilizada amostra
de DNA de L. vannamei como controle positivo.

Para a amplificacdo de cDNA para beta-actina foram programados 1
ciclo inicial de 1 min a 94°C; 35 ciclos sendo 30 seg/94°C, 30 seg/50°C, 1
min/72°C e um ciclo de extensao final de 5 min/72°C. Ja para amplificagao de
miosina, foram seguidos os mesmo ciclos, mudando apenas a temperatura de
anelamento que foi de 56°C.

Para analisar a qualidade das amplificacbes obtidas, ao término da
termociclagem, aliquotas de 2uL de cada amplicon foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1%, com 1uL de brometo de etidio e foram
visualizados em transluminador UV (FBTI 88, FisherBiotec). A quantificacdo
dos amplicons foi realizada por meio do programa Image Aid v. 3.06 (Synoptics

Ltd. Spectronics Corporation).

4.2.6.4 Sequenciamento de beta-actina e miosina de cadeia pesada

As amostras foram sequenciadas conforme descrito no item 4.2.5, ou
seja, baseando-se nas etapas de reagdo de sequenciamento, purificagcdo dos
amplicons e leitura no ABI 3100.

De acordo com as instrucbes do fabricante do sequenciador, foi
estipulada a utilizagcado de 10 ng do amplicon de beta-actina e miosina, ja que o
tamanho dos fragmentos amplificados estava na faixa entre 100 e 1000pb

(pares de base).
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A reacdo de sequenciamento foi realizada de forma bi-direcional,
utilizando os primers Foward e Reverse de cada gene separadamente e
terminais fluorescentes ddNTPs (ABI Prism Big Dye terminator Cycle
Sequencing ready Reaction Kit Version 3.0, Applied Biosystems). O mix para a
reacdo de sequenciamento com um volume final de 10uL continha 1uL de
BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®); 1,5 X de Tampao Save $$; 0,2 pmol de primers (Foward ou
Reverse); 10 ng de produto da PCR e agua milliQ, para completar o volume
final da reacao.

O programa de termociclagem, de acordo com o protocolo do fabricante,
consistia de 1 ciclo 96°C por 1 min, 30 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15
seg, anelamento a 50°C por 15 seg e extensao a 60°C por 4min.

Finalizada a reagao de sequenciamento, as amostras foram submetidas
a uma purificagcdo com etanol, de acordo com o protocolo do sequenciador
3100 da Applied Biosystems, com algumas alteragcbes, que consistiram em:
adicao de 80 uL de etanol 80% em cada amostra; repouso em temperatura
ambiente por 15 min; centrifugacdo a 4000 rpm/ 45 min; descarte do
sobrenadante; adicdo de 100 pL de etanol 70%; centrifugacéo a 4000rpm/ 4°C/
15 min; descarte do sobrenadante e secagem por 30 seg a 95° C no
termociclador.

Concluindo, as amostras foram ressuspendidas em 10 yL de formamida
Hidi, vortexadas, centrifugadas, desnaturadas a 95°C/ 2 min e deixadas em
contato com gelo durante 1 min, promovendo a desnaturagdo. Entdo, as
amostras foram levadas ao sequenciador automatico de DNA ABI Prism® 3100

Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).
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4.2.6.5 Analise das sequéncias por ferramentas de bioinformatica

As sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio dos programas
Chromas lite version 2.01 e BioEdit Sequence Alignment Editor, verificando a
viabilidade dos fragmentos isolados através da qualidade dos picos dos
eletroferogramas apresentados.

Para obtencdo dos contigs das amostras de beta-actina e miosina de
cadeia pesada, foi realizada a comparagdao de todas as amostras
correspondentes a cada gene, através de alinhamento delas, obtendo, assim,
as sequéncias consensos para cada referido gene.

Posteriormente, para confirmar a identidade das sequéncias, verificando
se as amostras obtidas de cada gene correspondiam ao esperado, cada
amostra foi submetida ao BLAST (ALTSCHUL et al, 1997).

Com a confirmacgdo dos genes obtidos, as amostras de beta-actina e
miosina para F. subtilis isoladas nesse trabalho, foram comparadas com outras
espécies através do programa ClustalW, que fornece cladogramas
apresentando a distancia evolutiva entre as espécies.

Juntamente com a sequéncia de beta-actina de F. subtilis obtida neste
trabalho, foram alinhadas as sequéncias de beta-actina das seguintes
espécies: L. vannamei (SUN et al, 2007), P. monodon (QIU et al, 2008), M.
rosenbergii (ZHU et al, 2005), F. chinensis (ZHANG et al, 2006), H. gammarus
(HAUTON, HAMMOND, SMITH, 2005) e H. sapiens (RINNE et al, 2008).

Da mesma maneira, na tentativa de verificar o nivel de similaridade entre
sequéncias genéticas para miosina de cadeia pesada de espécies diferentes,
além da sequéncia de F. subtilis isolada neste trabalho, foram utilizadas as

seguintes sequéncias de miosina de cadeia pesada: F. paulensis (KAMIMURA
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et al.,, 2005), A. franciscana (acesso direto no GenBank: DQ448227), H.
gammarus (acesso direto no GenBank: AF474972), D.melanogaster

(KRONERT et al, 1991) e H. sapiens (DESJARDINS et al, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1ldentificagcao da espécie F. subtilis

A analise da coleta de 50 (cinquenta) espécimes de camardes realizada
no estuario do rio Pacoti, mostrou que foram encontrados exemplares de trés
espécies distintas, sendo 30 de F.subtilis, 15 de F.brasiliensis e 5 de L.
vannamei, correspondendo respectivamente a 60%, 30% e 10% do total de
individuos coletados.

A presenca de L. vannamei indica o provavel escape de camardes desta
espécie de alguma fazenda de carcinicultura da regido. Essa introducgéo
involuntaria de espécies exoticas em ambientes estuarinos brasileiros ja foi
observada anteriormente em outros trabalhos, tendo como causa a instalacao
de fazendas de cultivo de camardes, podendo provocar sérios problemas que
comprometem a integridade e sobrevivéncia das espécies nativas (SANTOS et
al, 2004).

Em ambientes estuarinos e costeiros do Brasil, foi observado por Amaral
e Jablonski (2005) a diminuigdo dos estoques de espécies nativas e alteragdes
no tamanho das populagdes, e conseqliente reducao da biodiversidade natural.
Isso ja levou muitas espécies de camardes nativos ao estado de sobrepesca,
inclusive, segundo o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis) a espécie alvo do trabalho F. subtilis encontra-
se comprometida, com elevado grau de exploracdo (SANTOS; CAMARA,

2002).
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A ocorréncia de espécies exoticas provavelmente colabora para essa
reducdo, aliado a outros fatores como aumento do esfor¢o de pesca e o
aumento desordenado das industrias pesqueiras (D'INCAO 1991; VALENTINI
et al., 1991).

Como resultado da identificagcdo morfolégica e anatdbmica realizada, os
30 camardes da espécie F. subtilis identificados no trabalho eram juvenis, com
peso médio de 3,0 g, o que atrapalhou um pouco na identificagdo. Entretanto,
essa dificuldade foi atenuada pela presenga de exemplares de F. brasiliensis
cedidos pelo LABOMAR, permitindo que as comparagbes pudessem ser

realizadas (Figura 8).

A

Sulcos
adostrais

L~ N

Figura 8 — (A) Camaréao F. subtilis capturado do Rio Pacoti, ainda fresco e (B)
F. brasiliensis cedido pelo LABOMAR, conservado em alcool. Os sulcos
adostrais estdo indicados por setas, mostrando que o individuo A possui
afunilamento na espessura do sulco, enquanto que no individuo B o sulco
permanega com a mesma espessura ao longo do comprimento.
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Na identificagdo molecular, como resultado da amplificacdo por PCR do
gene COIl e 16S do DNA mitocondrial, foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 590pb e 500pb respectivamente (Figura 9) e para o controle
positivo L. vannamei foram amplificados fragmentos de aproximadamente
600pb para COI e 548pb para 16S.

O resultado obtido foi bastante satisfatorio, levando em consideracao
que o tamanho dos fragmentos obtidos estava de acordo com o esperado, ou

seja, eram de aproximadamente 600pb para o COIl e de 500pb para o 16S.

FCR_COI E 165 - 12.08.08
ML corante; 5 pL de amostra subtilis; 3pLl de amostra vannamei

arcador 1Kb (40ng) .
Ta(COoh=50"C

Ta(165)=52°C

Figura 9 — Amplicons de COIl e 16S visualizados em gel de agarose 1% com
brometo de etideo e marcador 1Kb plus da Invitrogen (M). Amostras de F.
subtilis (1 a 4), do controle positivo L. vannamei (5) e controle negativo (N).
Destaca-se o tamanho das bandas para COl com 600pb e a banda
correspondente a 16S por volta de 500pb. A banda 1 apresenta-se mais
brilhante, ou seja, mais concentrada por possuir uma maior concentragdo de
cDNA do que nas outras amostras.

No Genbank/NCBI, comparando-se as sequéncias de COIl existentes

para os camardes peneideos F. subtilis, F.paulensis, F. brasiliensis, P.
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monodon, M. japonicus, F. chinensis e L. vannamei, 0 tamanho das sequéncias
varia de 504 a 850pb. Ja para o 16S, varia de 466 a 532pb, entre as mesmas
espécies citadas acima, sendo todas essas sequéncias parciais. Dessa
maneira, nota-se que o resultado obtido neste trabalho esta de acordo com o

encontrado na literatura para camardes peneideos (Tabela 5).

Tabela 5 — Sequéncias dos genes COIl para as principais espécies de
camardes peneideos encontradas no GenBank e as obtidas no presente
trabalho. Esta tabela apresenta as espécies com seu respectivo numero de
acesso e tamanho dos fragmentos em pares de bases, observando-se que o
tamanho da sequéncia obtida no trabalho esta de acordo com o esperado.

(*) sdo as amostras provenientes desse trabalho.

N. de
Tamanho das
Genes  Espécies acesso o Fonte
sequéncias
no GenBank
F. subtilis - 590 pb -
(Con
F. subtilis AF248556 558 pb Gusmao et al., 2000
F. paulensis  AF248554 558 pb Gusmao et al., 2000
F.brasiliensis  AF248560 558 pb Gusmao et al., 2000
COl
P. monodon EF646261 556 pb Khamnamtong et
al., 2009
M. japonicus  AY742282 504 pb Tsoi et al., 2005
F. chinensis  EU366250 850 pb Acesso direto no
GenBank
L. vannamei  AY781297 709 pb Acesso direto no
GenBank

Tabela 6 — Sequéncias dos genes 16S para as principais espécies de
camardes peneideos encontradas no GenBank e as obtidas no presente
trabalho. Esta tabela apresenta as espécies com seu respectivo numero de
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acesso e tamanho dos fragmentos em pares de bases, observando-se que o
tamanho da sequéncia obtida no trabalho esta de acordo com o esperado.
(*) sdo as amostras provenientes desse trabalho.

N. de acesso

Tamanho das

Genes Espécies _ Fonte
no GenBank sequéncias
F. subtilis (16S)* - 500 pb _
F. subtilis AF192061 485pb Maggioni et al., 2001
F. paulensis AF192060 485pb Maggioni et al., 2001
F.brasiliensis EF589701 532pb Acesso direto no
165 GenBank
P. monodon EU105473 470pb Acesso direto no
GenBank
M. japonicus EU056324 466pb Acesso direto no
GenBank
F. chinensis AF279813 468pb Lavery et al., 2004
L. vannamei AY344192 530pb Acesso direto no

GenBank

Foram obtidos amplicons de varias concentragdes, mas, para a reagao

de sequenciamento, foi necessario padronizar as concentragdes para que

todos os amplicons tivessem 10ng, sendo necessario, as vezes, realizar

algumas diluigcdes.

Apos anadlise dos eletroferogramas produzidos pelo sequenciamento e

com o alinhamento das amostras de cada primer, foi obtida uma sequéncia

consenso para cada gene com 654pb para COIl e 536pb para 16S. Em relagao

aos controles positivos, os fragmentos foram de 494pb para COIl e 548pb para

16S (Figura 10). Com a submissao das sequéncias de todas as amostras de

COl e 16S ao programa BLAST, foi obtida a confirmagao da espécie, devido a

alta similaridade (99%) encontrada com as sequéncias descritas para F. subtilis

(Figuras 11 e 12).
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(A)

AD5_Fsub1_COI_for_01(modif) - Chromas Lite

S b V| & | # -
Gave: [

110 120 130 140 150 160 170
caiCci¢T 26 GTAT GG ATGT TG A2C 4CTCGCGCTT ACTTTACATC TGC T ACA24TG ATCATTGIC TG T Tloo

J ‘
l‘ A‘l“m“l“l‘ A,ALL\A A»“l ““1‘“ L ALY |

GOS5_Fsub3_165ar_13{modif) - Chromas Lite 8 [=1

= T I = T i
Bl B — el ]
120 130 140 150 160 170
T TAAG GG A G AT &4 4G A2CCCT ATAAAGCTTAA2CAEAT &2AG6C TG TC TAT AT TATAEAEA2] TG T AG T ATAH

|

it

{
» - llg._ Lo SUU A N Al V) fav| Al
s
e ———— _— : = = — —

Figura 10 — Eletroferogramas parciais referentes ao sequenciamento de DNA
mitocondrial do F. subtilis: (A) COIl e (B) 16S. Os cromatrogramas mostram
trechos de sequéncia destacando a posicédo entre 110 a 170pb para o COl e a
posigao entre 120 e 170 pb para 16S.
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>[Jgb|av¥135153.1 Farfantepenasus subtilis cytochrome c oxidase I gene, partial
cds; mitochondrial gene for mitochondrial product
Length=577

Score = 1014 bits (1124), Expect = 0.0
Identities = 572/57¢ (99%), Gaps = 2/576 (0%)
Strand=Flus/Minus

Guery 38  CTAAGRAATGTTGAGGARALAATGTAATATT-ACTCCGATARATATAACGGAGARARTGE 96
R BEERERID EEERE] BERELELE BEE TR EEEREE EEERE] 3 BEERER
3bjct 577 CTARGRAARTGTTGAGGARARAATGTAATATTTACTCCGATAAATATAACG-AGARAATGA 5195

Query 97 TAGTCATTTAGGGT ITAAGGTGAGCCCTGTARATARAGGRARTCAGTGAGCAATA 156
II\I\I\IIIIII\I\I\I\IIIIII\HI\I (16T 1 00
3bjct 518 AGTCATTTAGGGT TTARGGTGAGCCCCOTARATARAGGAARTCAGTGAGCARTR 459

Query 157 CCTGCRARARAAATACCARATACAGCTCCTATTGRARAGGACATAATGARAATGTGCARCGACRE 216

kLak] BEERIER BRERERE] BEERERE EEEREERR) BEEELEE] BEEEVERE] BEERREE
Sbjct 458 CCTGCAARAATACCAAATACAGCTCCTATTGAAAGGACATARTGRAARTGTGCAACGACRE 359

Query 217 TAATATGTATCATGTAGRATAATGTCAATTGRAAGAATTAGCTRAATACARCTCCAGTTAGR 276

0 T 0 A 0 4. T
Sbjct 398 TAATATGTATCATGTAGRATAATGTCRATTGAAGARTTAGCTRATACAACTCCAGTTAGE 339

277 CCTCCRACTGTAARATAAARATACARATCCTAGAGCTCARRTTAGAGAGGGGCTGTAGTTA 336

Rl b BRI ERERERE RECELE EEEELERR BEEREERD BEEETEE EEERRRE
338 COTCCAACTGTRAATAAARATACARATCCTAGAGCTCAARTTAGAGAGGGGCTGTAGTTA 279

Query 337 AGTTGAGTACCATGRAAGTGTTCCTAATCAGCTARAGATTTTAATACCAGTAGGAACAGCR 356

Y 0 0 D L 00 o S i
sbject 278 AGTTGAGTACCATGAAGTGTTCCTAATCAGCTAAAGATTTTAATLCCAGTAGGAACAGCE 219

Query 357 ATGATCATTGTAGCRAGATGTAARGTAAGCGCGAGTGTCRARCATCCATACCTRACTGTGART 456

ELE] BEELERED BEEEREGE] BELELELE) EEERERE BEEERERE BEEELELE] EEERLEEL
sbjct 218 ATGATCATTGTAGCAGATGTARAGTAAGCGCGAGTGTCAACATCCATACCTACTGTGAAT 1585

Query 457 TGATGTGCTCACACTACRARATCCTARRACACCRAATTGCTAGTATAGCATARATTATT S16

II\I\I\IIIIII\I\I\I\IIIIII\HI\IIIIIIII\I\I\IIIIII\I\I\I\IH
shijct 158 ATATGATGTGCTCACACTACAAATCCTAARACACCAATTGCTAGTATAGCATAAATTATT 5%

Query 517 CCRAGTGTTCCRARAGCTTCTTTTTTACCAGATTCTTGACTARTAATGTGAGNAATTATA 376

LR EEEL R BRI BEEELELE EEERER BEERERE ERELEELED - EEREE
sbjct 98  CCRAGTGTTCCAARAGCTTCTITITTACCAGATTCTTGACTAATAATGTGAGRAARTTATA 39

Query 577 CCRARRRGCAGGTRGRATTAAGATATAGACTTCCGGE 612

] 0 10 5 0 5 o g
Sbijct 38  CCRARRGCAGGTAGAATTAAGATATAGACTTCCGGE 3

Figura 11 — Resultado do melhor hit | obtido em um BLAST feito com a
sequéncia Query de COI obtida neste trabalho. A linha Shject (AY135193)
apresenta 99% de similaridade com a sequéncia Query aqui relatada.

>ab|nv344193.1 Farfantepenaeus subtilis clone 232 16S ribosomal RNZ gene, partial
sequence; mitochondrial gene for mitochondrial product
[Length=530

Score = 506 bits (1004), Expect = 0.0
Tdentities = 514/51% (99%), Gaps = 2/519 (D%}
Strand=Plus/Minus

Query 1 CAGATCACGTAAGGATTTARAGGTCGAACAGACCTTCCTTTATAACTGCTGCATCATAAG 60
EEELEED EEEVELR] EEEEIERD EEEEIEL] EELEVERD EELELER] ERLEEED BELL
Sbjct 518 CAGATCATGTAAGGATTTARAGGTCGAACAGACCTTCCTTTATAACTGCTGCATCATARG 459

Query 61 GATACCTTAATNTCRAACATCCAGGGCGCAACCCCTCCTGTCGATATGARCTCTCARAGGRR 120

100 0 T 0 0 1 000 0 10 L 0 0 o
Sbjct 458 GATACCTTAAT-TCAACATCGAGGTCGCARCCCCTCCTGTCGATATGARCTCTCARGGARA 400

Query 121 GATTACGCTGTTATCCCTAARGTAACTTARTCTTATGATCTTTARRARRGGATCATTARA 180
I\II\II\I\II\II\I\II\II\HII\II\II\I\II\II\I\II\II\I\II\II\

sbjct 399 TTACGCTGTTATCCCTARAGTARCTTAATCTTATGATCTTTARARRAGGATCATTARR 340

Query 181 TTTC CTGTTATTATATGTTATARGAACAGTTACCTTTTATATTCTCGTCGE 240
I\II\II\I\II\II\I\II\II\HII\II\II\I\II\II\I\II\II\I\II\II\

Sbject 339 TCTGTTATTATATGTTATARGARCAGTTACCTTTTATATTCTCGTCGS 280

Query 241 CCCAACGCAACAAATACCATCTAATATCAAGTTATACTARCAGTTTATAATATAGARCAGC 3200

EEEEEED ELELERE] BEEEEEED PEELEE] EELEEEED EELELEET EEEE LEED EELL
Sbjct 279 CCCAACGCAACARRTACCATCTAGTATCAAGTTATACTAACAGTTTATAATATAGACAGT 220

Query 301 TTATTGTTAAGCTTTATAGGGTCTTATCGTCCCCTTAATTTATTTAAGCCTTTTCACTCA 360

10 100 0 T 0 0 T 5 D 0 T A
Sbjct 219 TTATTGTTAAGCTTTATAGGGTCTTATCGTCCCCTTAATTTATTTAAGCCTTTTCACTCA 160

Query 261 ARAGTTAATTTCAACTATTATAACTGAGACAGCTTGCTTCTTGTCCARCCATTCATACAR 420

EEEREED BLELVELT BEEEREET ELEE LT EEVEEEED EELELEET BELELEED EEL
Sbjct 159 AAAGTTAATTTCAACTATTATAACTGAGACAGCTTGCTTCTTGTCCAACCATTCATACAA 100

Query 421 GCCTCCAATTARARGACTAATGATTA-TGCTACCTTCGCACGGTCAGTATACCGCGGCCT 479
1 1) 0 1 O A
Sbjct 99  GCCTCCAATTABRAAGACTAATGATTATTGCTACCTTCGCACGGTCAGTATACCGCGGCCC 40

Query 480 TTTRARRATARATCAGTGGGCAGGCCAGACTTTATATARC 518

EEELEED EEELEEE] EEEEVEED ELELLERY EELELEED
Sbjct 3%  TTTARRATAAATCAGTGGGCAGGCCAGACTTTATATAAC 1

Figura 12 — Resultado do melhor hit | obtido em um BLAST feito com a
sequéncia Query de 16S obtida neste trabalho. A linha Sbject (AY344193)
apresenta 99% de similaridade com a sequéncia Query aqui relatada.
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Confirmada a espécie através do BLAST, as sequéncias foram
submetidas a analise comparativa dos respectivos nucleotideos com as
sequéncias desses genes de F. subtilis depositadas no Genbank/NCBI, com o
auxilio da ferramenta de alinhamento multiplo Clustal W (THOMPSON;

HIGGINS; GIBSON,1994).

5.2 Isolamento de beta-actina e miosina de cadeia pesada

5.2.1 Desenho de primers

Devido ao fato de nao existir primers especificos referentes aos genes
de beta-actina e miosina para F. subtilis, foi realizado o desenho desses
iniciadores, com o auxilio de ferramentas da bioinformatica, para possibilitar a
amplificacdo desses genes na reagdo de PCR. E importante destacar que a
escolha adequada de primers é um fator que influencia diretamente a qualidade
da PCR e prejuizos consideraveis ocorrem quando sao empregados
indevidamente, acarretando resultados inespecificos, perda de reagentes
quimicos e horas de trabalho desperdicadas (RYCHLIK, 1993).

Como resultados da busca por sequéncias no banco de dados, foram
encontrados genes de beta-actina e miosina para diversas espécies de
animais, dentre elas, camardes, outros crustaceos, a mosca Drosophila
melanogaster e para o homem, Homo sapiens.

Para o gene da beta-actina foram utilizadas 8 (oito) sequéncias das
espécies a seguir, com suas respectivas identificagbes no GenBank (n° de
acesso): Litopenaeus vannamei (AF300705); Fenneropenaeus chinensis
(DQ205426);, Penaeus monodon (EF087977); Macrobrachium rosenbergii

(AY626840), Artemia franciscana (AJ269584); Homarus gammarus
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(AJ581663); Drosophila melanogaster (AB003910) e Homo sapiens
(NM_001101).

Ja para miosina, devido a escassez de sequéncias desse gene no banco
de dados, principalmente para camardes, incluindo L. vannamei e F. chinensis,
que sao espécies de grande importancia, outras espécies foram utilizadas, a
saber: A. franciscana (DQ448227); Farfantepenaeus paulensis (DQ115397); H.
americanus (HAUO03091), H. sapiens (NM_014981) e D. melanogaster (
X60196). Vale ressaltar que todas as sequéncias de miosina utilizadas foram
para o gene da miosina de cadeia pesada, tendo em vista que, para miosina de
cadeia leve, existiam ainda menos sequéncias descritas no GenBank.

Os resultados das analises comparativas entre as sequéncias de beta-
actina e miosina, pela utilizagcdo do Clustal W, foram baseados em sequéncias
completas e parciais disponiveis no GenBank e possibilitaram analisar
semelhangas dos genes encontrados entre os organismos.

Entre as sequéncias de beta-actina comparadas, foi possivel observar
regides que apresentavam alta similaridade, ou seja, regides conservadas com
potencial para serem utilizadas como primers. Apdés a analise dessas regides
no programa OligoAnalyzer, foram definidos como melhores primers candidatos
degenerados: beta-actina_Forward (5-GAG GCC CAG AGC AAG GGW GG -
3’) e beta-actina_Reverse (5-TCM TSC TTG STG ATC CAC AT-3)).

Devido a auséncia de regides conservadas significativas, ou seja, com
tamanho de 20 pb, que seria aconselhavel para desenhar um primer, e de
sequéncias completas, nao foi possivel a construcdo de primers para miosina
de acordo com o pressuposto. Sendo assim, esses iniciadores foram

desenhados a partir da analise de regidbes promissoras de uma unica
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sequéncia de miosina de cadeia pesada do F. paulensis (DQ115397) com o

programa comumente utilizado para construgdo de primers, PrimerQuest™"

(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest), onde foram obtidos

os seguintes primers: miosina_Forward (5-ATG CCC GTG AAC AAG TCA
ACA ACC-3’), miosina_Reverse (5-AGC CAG ATT CTT CGA GTT CCT GCT-
3).

A utilizacao de ferramentas de bioinformatica para o desenho de primers
€ de grande valia para pesquisas em biologia molecular, sendo o passo chave
para uma reacéo bem sucedida de PCR (GARCES; LIMA, 2004; SAMBROOK,
2001). Como foi observado neste trabalho, € um procedimento relativamente
simples, levando um pouco mais de tempo somente na etapa de buscas de
sequéncias de qualidade no banco de dados de interesse. Mas pela
disponibilidade de excelentes programas gratuitos na Internet, o trabalho de
construcao de primers tornou-se mais facil e com resultados consistentes,
fazendo com que seu uso possa ser implementado de maneira rapida,

economizando tempo e recursos.

5.2.2 Reacgao de RT-PCR

A utilizacdo de RT-PCR com os primers desenhados permitiu a
amplificagdo dos fragmentos de beta-actina e miosina de cadeia pesada de F.
subtilis bastante satisfatéria. Amplicons de aproximadamente 1000pb para
beta-actina e 600pb para miosina foram obtidos. Em relacdo aos controles
positivos, foram amplificados fragmentos de 950pb para beta-actina e 690pb

para miosina (Figura 13).
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PCR b-actina e miosina (30.06.08)
2ul de amostra+1pl de corante no gel
ta=50C; M=40ng

850ph

-,
-

3 4 9 10

B-actina Miosina

Figura 13 — Perfil eletroforético obtido para os genes da beta-actina e miosina
de cadeia pesada de F. subtilis. Para beta-actina: (1, 2, 3, 4) amostras de F.
subtilis; (5) Controle positivo; (Nb) Negativo. Para miosina: (7, 8, 9, 10)
amostras de F.subtilis; (11) Controle positivo; (Nm) Negativo e (M) marcador.
Nota-se a indicagdo do tamanho do marcador (850pb), das bandas para beta-
actina (1000pb) e as bandas para miosina (600pb).

A justificativa para a utilizacdo de RT-PCR foi devido ao fato desta
técnica apresentar maior sensibilidade para a deteccdo e quantificacdo de
sequéncias raras do RNAm, sendo assim, com esse processo de transcricdo
reversa, em que o RNA é transcrito em DNA, a probabilidade de identificacao
dos genes alvo deste trabalho seria bem maior do que com uma técnica
baseada em DNA.

Além de isolar genes, RT-PCR vem sendo empregada para verificar os
padroes de expressao de genes em diferentes estagios de desenvolvimento,

diferentes tecidos em camardes. Cesar e Yang (2006) utilizaram esta técnica

para comparar os niveis de expressao de mRNA em ubiquitina, proteina heat
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shock 70 (Hsp 70) com as proteinas musculares alpha-actina e beta-actina em
L. vannamei, em estagios distintos do ciclo de muda. Foi observado que as
estruturas musculares de actina aumentam durante o estagio de intermuda e
pré-muda, sugerindo que ha um crescimento maior do musculo abdominal do
camarao durante esses estagios.

O isolamento de genes de actina, e suas isoformas, a partir do cDNA de
camarbes ja foi empregado em M. japonicus (MAEDA et. al, 2002),
Macrobrachium rosenbergii (ZHU et. al, 2005), L. vannamei (SUN et. al, 2007).
Como mencionado anteriormente, devido a escassez de sequéncias de genes
para camaroes, em alguns trabalhos é comum observar a utilizagdo de primers
de outras espécies e até de outros animais, como o de actina da mosca
Drosophila e beta-actina do peixe medaka (Oryzias latipes).

Assim como permite uma melhor identificagcdo de genes, a técnica de
RT-PCR é muito util para verificar a expressao de genes em diferentes tecidos
ou diferentes estagios de desenvolvimento, o que nao foi o objetivo do estudo

em questao, mas que pode vir a ser realizado em estudos futuros.

5.2.3 Sequenciamento de beta-actina e miosina de cadeia pesada

Como resultado do sequenciamento, e apos analise dos
eletroferogramas para cada gene, os fragmentos sequenciados obtiveram
aproximadamente 760pb para beta-actina e 570pb para miosina. O tamanho
dos fragmentos para os controles positivos foi de 773pb para beta-actina e
640pb para miosina (Figura 14). Durante a analise visual dos fragmentos,
geralmente, o comeco e o final de cada sequéncia observada, que corresponde

a aproximadamente 100 nucleotideos ao todo, sdo descartados, pois nao
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possuem uma boa qualidade, apresentando picos muito baixos, indefinidos e
com ruidos.

De acordo com o tamanho das seqUéncias esperadas a partir dos
primers desenhados, os fragmentos sequenciados tinham tamanhos
compativeis, tendo em vista que para beta-actina o tamanho delimitava uma
regido de 915pb e de 630pb para miosina. E importante mencionar que o
tamanho desses fragmentos foi menor do que os estimados pelo PCR, pois,
geralmente, o comeco e o final de cada seqiéncia observada no sequenciador,
que corresponde a aproximadamente 100 nucleotideos ao todo, séao
descartados, pois ndo possuem uma boa qualidade, apresentando picos muito
baixos, indefinidos e com ruidos.

Dentre as sequéncias completas de beta-actina ja depositadas no
GenBank, estdo as do Fenneropenaeus chinensis (1358pb), L. vannamei
(1320pb), P. monodon (1134pb) e Macrobrachium rosenbergii (1281pb). Nao
foi encontrada nenhuma sequéncia de beta-actina para espécies de camardes
nativos do Brasil, até o momento da realizacdo deste trabalho, o que
demonstra a necessidade de estudos moleculares para o melhor detalhamento

do potencial genético e conhecimento de nossas espécies.
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(A)

DO01_Cam_for_Bact_04_07 - Chromas Lite

200 210 220 230 240 250 260
GCCTGCCACCTAT GTTACCATCCAGGCTGTCCTGE TCCC TGETACGS CTCTe 6 TCG TACTACCG G TG

i

[ 140 1&0 160 170 180 190
GATGCTGCTCGC CTTG CTGATGAAZACTTOCGCTCTG AGCAGG ALZCACGC T2A2GTAACCAAGAGAAGAT

L AL L

Figura 14: llustragdo de eletroferogramas de beta-actina (A) e miosina de
cadeia pesada (B) de F. subtilis sequenciados neste trabalho, os quais foram
gerados pelo aplicativo Chromas que produz uma interface grafica com
visualizacdo de picos e posicoes das bases. Pode-se observar uma boa
qualidade das sequéncias geradas, pela definicdo dos picos obtidos, que estdo
agudos, com afastamento uniforme e sem sobreposigao.
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5.2.4 Analise das sequéncias por ferramentas de bioinformatica

De acordo com o resultado do BLAST das amostras de beta-actina e
miosina de cadeia pesada, os respectivos genes foram confirmados através da
alta similaridade encontrada no banco de dados, como apresentado nas figuras
abaixo, onde sdo mostradas as identificacdes das sequéncias similares, com a
identidade maxima (Max. ident.) encontrada entre elas e a sequéncia query
(Figura 15).

Pode-se observar que para a beta-actina de F. subtilis, foi obtido um
alinhamento bastante significativo devido a obtengdo de uma alta similaridade
de 93% em comparacao com a beta-actina de P. monodon (AF100987) com
um e-value de valor zero, o que significa dizer que é nula a probabilidade de
que o alinhamento entre a sequéncia de entrada (query) e a sequéncia
encontrada tenha sido ao acaso. Da mesma maneira, também foi obtido um
alinhamento significativo para miosina de cadeia pesada de F. subtilis, com a
presenca de e-value zero e uma alta similaridade de 88% com F. paulensis

(DQ115397).
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@] hitp://biast.ncbi nim nih gov/ Blast cgi

Distance tree of results MW

Legend for links to other rescurces: WM unigene I ceo [@ cene B seructure [ wep viewsr

producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

ipti Max score ‘ Total score ‘ Query ‘_\ E value | Max ident ‘ Links
AF100987.1 Penaeus monodaon actin 2 (act2) mRNA, complete cds 1124 1124 100% 0.0 93%
Penaesus monodon beta-actin mRNA, complete cds 1079 1079 100% 0.0 92%
Litopenaeus vannamei actin T2 mRNA, complete cds 1011 1011 100% 0.0 90%
Cherax guadricarinatus beta actin mRNA, complete cds 985 985 100% 0.0 89%
Pracambarus clarkii mRNA for actin, partial sequence 935 935 100% 0.0 88%
¥871269.1 Fenneropenaeus chinensis actin 1 mRNA, complete cds 888

888 99% 0.0 87% !

€] rttp://biast.ncbi.nlm nih gov/Blast.cgi

Distance tree of results "W

Legend for links to other resources: M vnicens @ cze @ cene B scruccure [ Map Viewsr

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

ipti Max score | Total score | Query | Evalue Max ident | Links
DQ115397.1 Farfantepenaeus paulensis myosin heavy chain mRNA, partial cds 771 771 999% 0.0 88%
U03091.1 Homarus americanus fast myosin heavy chain mRNA, partial cds as9 459 87% 7e-126 79%
AY232508.1 Homarus americanus slow muscle mvosin 51 heavy chain mRNA, part 457 457 88% 3e-125 78%
AY521626.1 Homarus americanus slow-tonic 52 myosin heavy chain mRNA, comple 410 410 74% 3e-111 80%
%M 001962193.1 |Drosophila ananassae GF15360 (Dana\GF15360), mRNA 369 369 87% le-08 759 G|
¥M 00160725 PREDICTED: Nasonia vitripennis similar to CG17927-PF (LOC1001236 343 E

343 87% 4e-21 74% E

Figura 15 — Resultados das analises de BLAST mostrando alta similaridade das
regides sequienciadas neste trabalho: (A) beta-actina e (B) miosina de cadeia
pesada. Note-se 0 numero de acesso que aparece no topo de cada quadro,
mostrando a descricdo da sequéncia mais similar, com: A) e-value (0,0) e
Maxima Identidade (93%); B)e-value (0,0) e Maxima Identidade (88%).
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Os alinhamentos multiplos entre espécies diferentes realizados através
do ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON,1994) foram mais satisfatérios para beta-actina do que para miosina
de cadeia pesada, devido ao numero reduzido de sequéncias de miosina,
assim como a escassez de sequéncias completas.

Foram observadas divergéncias nucleotidicas no resultado do
alinhamento gerado entre a sequéncia de beta-actina obtida no presente
trabalho e as outras depositadas no GenBank, a saber: P. monodon
(EFO87977); M. rosenbergii (AY626840); L. vannamei (AF300705); F. chinensis
(DQ205426); H. sapiens (NM_001101) e H. gammarus (AJ581663) (Figura 16).

Além do alinhamento propriamente dito, ha ainda a possibilidade de
verificar o resultado do ClustalW através da visualizagdo do arquivo Jalview
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,1994), no qual é possivel a observagao da
conservagao das regides resultantes do alinhamento, bem como da qualidade
destas através de diagramas de barras, onde cada nucleotideo possui uma
coloracédo diferenciada: Adenina (azul); Guanina (laranja); Citosina (rosa);
Timina (verde). Se ocorrer similaridade entre os nucleotideos, ha formacao de
uma barra preta completa, se nao ocorre, a barra nao fica completamente preta
(Figura 17).

A utilizagao de programas que realizam alinhamentos multiplos vem sido
comumente empregada em trabalhos com isolamento e caracterizagdo de
genes (UNAJAK, BOONSAENG, JITRAPAKDEE, 2006), identificacdo de
expressao de genes (DHAR et al., 2003) e andlise comparativa entre genes

(RICHARDS et al, 2005; NETO, 2006).



bac-vann
bac_fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac_ fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac_fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

bac-vann
bac_fenn
bac-homo
bac-homarus
bac-rose
bac-subtilis
bac-mono

ACTTTCTACAACGAGCTCCGCGTGGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTGCTGACCGAGGCT
ACCTTCTACAACGAGCTCCGCGTGGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTGCTGACCGAGGCT
ACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCC
ACTTTCTACAATGAACTGCGTGTTGCCCCAGAGGAGCACCCCGTCCTGTTGACAGAGGCT
ACCTTCTACAATGAACTTCGTGTTGCCCCTGAAGAGCACCCCGTCCTCCTGACGGAGGCT
AGAAACTACAATGANCTCCGTGTTGCCCCTGAGGAGTCCCCCACACTTCTCACTGAGGCT
ACCTTCTACAATGAACTCCGTGTTGCCCCTGAGGAGTCCCCCACACTTCTCACTGAGGCT

* KAkAkAkAkKk kK kK kK kk kK kK kK KKk k * KKk Kk * K *  kk kkkk Kk

CCCCTCAACCCCAAGGCTAACCGCGAGAAGATGACACAGATCATGTTCG-AGACCTTCAA
CCCCTCAACCCCAAGGCTAACCGCGAGAAGATGACACAGATCATGTTCG-AGACGTTCAA
CCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTG-AGACCTTCAA
CCCCTCAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGACCCAAATTATGTTCG-AAACATTCAA
CCCCTGAACCCAAAGGCCAACAGGGAAAAGATGACCCAGATCATGTTCG-AGACCTTCAA
CCCCTNAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACTCAGATCATGTTCGGAGTCCTTNCA
CCCCTCAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACTCAGATCATGTTCG-AGTCCTTCCA

KA KAk Ahkhkhkk Ak hkhkk dhhkk * *k KAk hkhkhkhkhkk *k *k kkkkk *x X * k% *

CACC--CCCGCCATGT-ACGTGGCCATCCAGG-CCGTGC-TGTCCCTGTACGCCTCC--G
CACC--CCCGCCATGT-ACGTGGCCATCCAGG-CCGTGC-TGTCCCTGTACGCCTCC--G
CACC--CCAGCCATGT-ACGTTGCTATCCAGG-CTGTGC-TATCCCTGTACGCCTCT--G
CACT--CCCGCCATGT-ACGTCGCTATCCAGG-CTGTGC-TCTCCCTGTACGCTTCC--G
CACC--CCAGCCATGT-ACGTGGCTATCCAGG-CCGTGC-TCTCCCTGTACGCTTCC--G
CGGTACCCNGCCACCTTATGTTACCATCCAGGGCTGTCCCTGTCCCTGTACGCCCTCTGG
-GGT-CCCTGCCACCT-ATGTTACTATCCAAG-CTGTGC-TGTCTCTGTACGCCTC--AG

* Kk kK Kk Kk * kX k% * kkkkk k k kk k k kk kkkkkkkk *

GCCGTACCACCGG--TATCGTGCTCGACTCC-GGCGACGG-CGTGTCCCA--CACCGTGC
GCCGTACCACCGG--CATCGTGCTGGACTCC-GGCGACGG-CGTGTCCCA--CACCGTGC
GCCGTACCACTGG--CATCGTGATGGACTCC-GGTGACGG-GGTCACCCA--CACTGTGC
GCCGTACCACCGG--TATTGTCTTGGACTCT-GGTGATGG-CGTGTCACA--CACTGTTC
GTCGTACCACAGG--TATCGTGCTCGACTCT-GGAGATGG-CGTCTCCCA--CACTGTGC
TTCGTACCACCNGGTGANGGTTTGGGACTNCCGGTGATGGGTGTGACTCCACNTTCGTCC
GTCGTACTACCGG-TGAAG-TTTGCGACTCT-GGTGATGG-TGTGACTCA--CTTTGTCC

Kk kKKK kK * * * * Kk Kk Kk * Kk kKk kK * % * % * Kk Kk
CCATCTACGAGGGATATGCCCTGCCC--CACG-CCATCCTGCG-TCTGGACTT-GGCCGG
CCATCTACGAGGGCTACGCCCTGCCC--CACG-CCATCCTGCG-TCTGGACTT-GGCCGG
CCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCC--CATG-CCATCCTGCG-TCTGGACCT-GGCTGG
CTATCTACGAGGGATACGCCCTTCCC--CATG-CTATCCTGCG-TCTGGACTT-GGCTGG
CCATCTACGAGGGGTATGCACTTCCT--CATG-CCATCCTCCG-TCTGGATTT-GGCAGG
CCGTATATGAAGGTTTCGCTCTTNCCTCCATGGCTATCCTTCNGTCTCGACTTTGGCCGG
CCGTCTATGAAGGTTTCGCTCTTCCT--CATG-CTATCCTTCG-TCTCGACTT-GGCTGG

* * kk kKk kKk Xk **x Kk x * *Kk k k kkkkk Kk * Kk Kk *  kkk Kk k

CCGCGACCTCACAG-ACTACCTGATGAAGATCCTGACGGAGCGTGGCTACACCTTCACGA
TCGCGACCTCACAG-ACTACCTGATGAAGATCCTGACCGAGCGTGGCTACACCTTCACGA
CCGGGACCTGACTG-ACTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCA
ACGTGACCTTACTG-ACTACCTGATGAAGATCCTGACTGAGCGTGGCTACACCTTCACTA
TCGTGACTTGACCG-ATTACCTCATGAAGATCCTGACCGAACGTGGCTACACCTTCACGA
TCGTGACCTGACCCCACTACCTGATGAAGATCATGACTGAGCGTGGCTACTCCTTCACCA
TCGTGACCTTACCC-ACTACTTGATGAAGATCATGACTGAACGTGGCTATTCTTTCACCA

* Kk kKK kKK Kk kkKk kK AKX KKAKAKAKAKAK kK kK kK kK Kk Kk kK KXk Kk KKk Kk

CCACCGCCGAGCGAGAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAACTGTGCTACGTGGCCCTGG
CCACCGCCGAGCGAGAAATCGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTGGCGCTGG
CCACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGG
CCACTGCTGAGCGAGAAATCGTTCGTGACATTAAGGAAAAGTTGTGCTATGTTGCCCTCG
CCACCGCCGAGCGAGAAATCGTGCGTGACATCAAGGAAAAGCTCTGCTACGTCGCATTGG
CCACCGCTGAACGTGAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAGCTTTGCTACATCGCCCTTG
CCACCGCTGAACGTGAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAACTTTGCTACATCGCCCTTG

KKK K Ak Ak Ak AAAAAAAKX AAAAAAAK* *AAXAX* *% R L *  x

ACTTCGAGCAGGAGATGACCACCGCTGCTTCCTCCTCCTCGCTGGAGAAGTCCTACGAGC
ACTTCGAGCAGGAGATGACCACCGCTGCTTCCTCCTCCTCGCTGGAGAAGTCCTACGAGC
ACTTCGAGCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGC
ACTTCGAGCAGGAAATGACCACTGCTGCGTCGTCCTCCTCCCTAGAGAAGTCCTACGAAC
ACTTCGAGCAGGAGATGACCACTGCCGCCTCCTCCTCTTCCCTGGAGAAGTCGTACGAGC
ACTTCGAGAGTGAGATGAACGTTGCTGCTGCTTCCTCATCCCTGGAAAAGTCCTATGAAC
ACTTCGAGAGCGAGATGAACGTTGCTGCTGCTTCCTCTTCCATTGATAAGTCCTATGAGC
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bac-vann TCCCTGACGGCCAGGTGATCACCATCGGCAACGAGAGGTTCCGCTGCCCCGAGGCCCTGT 520
bac_fenn TCCCTGACGGCCAGGTGATCACCATCGGCAACGAGAGGTTCCGCTGCCCCGAGGCCCTGT 520
bac-homo TGCCTGACGGCCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCACTCT 520
bac-homarus TTCCCGACGGTCAAGTTATCACCATCGGTAACGAGAGGTTCCGTTGTCCCGAGGCTCTCT 520
bac-rose TTCCCGACGGTCAGGTCATCACCATCGGTAACGAGAGGTTCAGGTGCCCAGAGGCTCTGT 520
bac-subtilis TTCCCGACGGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGTTTCCGCTGCGCTGAGGCTCTGT 540
bac-mono TCCCCGACGGTCAGGTCATCACCATCGGTAACGAGCGTTTCCGCTGCCCAGAGGCTCTGT 520
K kK AKkKAAK kK Ak KAk KAKKkAKAK kK kK kkKk k kkKk Kk kK * kKX kKK kKk Kk
bac-vann TCCAGCCCTCATTCCTGGGCATGGAATCCTGCGGCATCCACGAGACCACCTACAACTCCA 580
bac_fenn TCCAGCCCTCATTCTTGGGCATGGAATCCTGCGGCATCCACGAGACCACCTACAACTCCA 580
bac-homo TCCAGCCTTCCTTCCTGGGCATGGAGTCCTGTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCA 580
bac-homarus TCCAGCCTTCCTTCCTGGGCATGGAATCCTGCGGTATCCACGAGACCACTTACAACTCCA 580
bac-rose TCCAGCCATCCTTCCTGGGTATGGAATCGTGCGGCATTCACGAGACCACTTACAATTCCA 580
bac-subtilis TCCAGCCTTCCTTCCTTGGTATGGAATCTGCTGGTATTCAGGAAACCGTCCACAGCTCCA 600
bac-mono TCCAGCCTTCCTTCCTTGGCATGGAATCTGCTGGTATTCAGGAAACCGTCCACAACTCTA 580
KKK KAKAKAKX Kk KAk k KAk KAk kKk KK *k kK kKX KKk kK * x * Kk Kk
bac-vann TCATGAAGTGCGACGTGGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCCGGAG 640
bac_fenn TCATGAAGTGCGACGTGGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCCGGAG 640
bac-homo TCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCAAAGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCTGGCG 640
bac-homarus TCATGAAGTGTGACGTAGATATCCGTAAGGATCTGTATGCCAACACAGTGCTGTCCGGCG 640
bac-rose TCATGAAGTGCGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTATGCCAACACTGTGCTGTCCGGTG 640
bac-subtilis TCATGAGGTGCGACATTGACATCAGGAAGGATCTGTTTGCCAACATTGTCATGTCTGGTG 660
bac-mono TCATGAGGTGCGACATTGATATCAGGAAGGATCTGTTTGCTAACATTGTTATGTCTGATG 640
KKK KAAK KAk KAAkk k kK KAkk k Kk kK KAkkKk R * x XKk KK Kk *
bac-vann GCACCACCATGTACCCTGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAAATCACTGCCCTCGCTC 700
bac_fenn GCACCACCATGTACCCTGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTCGCAC 700
bac-homo GCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTGGCAC 700
bac-homarus GCACCACCATGTACCCAGGAATTGCCGACAGGATGCAGAAGGARATCACTGCCCTGGCGC 700
bac-rose GCACCACCATGTACCCAGGAATCGCTGACAGAATGCAGAAGGAAATCACTGCCCTGGCAC 700
bac-subtilis GTACCACCATGTACCCTGGTATTGCTGACCGCATGCAAAAGGAAATCACTGCTCTGGCTC 720
bac-mono GTACCACCATGTATCCTGGCATTGCTGACCGCATGCAGAAGGARATCACTGCCCTTGCTC 700

Kk okkkkkkhkkkhkk kk kk kk kk kkk ok kkkkk kkkkk kkkkkkhkk kx kk Kx

bac-vann CCTCCACCATGAAGATCAAGATCATCGCCCCACCCGAGCGCAAGTACTC 749
bac fenn CCTCCACCATGAAGATCAAGATCATCGCCCCGCCCGAGCGCAAGTACTC 749
bac-homo CCAGCACAATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTC 749
bac-homarus CATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCGCCCCCAGAGCGCAAGTACTC 749
bac-rose CCTCCACCATGAAGATCAAAATCATCGCACCTCCCGAGCGCAAATACTC 749
bac-subtilis CTTCCACCATCAAGATCAANATCATTGCTCCCC---GANGTAA-TACTC 765
bac-mono CTTCCACTATCAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGTAAGTACTC 749

* KAk kK Ak KAk KAk hkk KAk kkk kk kk Kk *  kk Kk kkkk
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Figura 16 — Alinhamento das sequéncias de cDNA para beta-actina do
camarao F.subtilis (ClustalW). Legenda: bac - significa beta-actina; bac-subtilis:
F. subtilis do estudo; bac-mono: P. monodon (EF087977); bac-rose: M.
rosenbergii (AY626840); bac-vann: L. vannamei (AF300705); bac-fenn: F.
chinensis (DQ205426); bac-homo: H. sapiens (NM_001101) e bac-homarus: H.
gammarus (AJ581663). O simbolo * refere-se as posigdes conservadas entre
as sete sequéncias das espécies.
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Bza-ugnmdd-745
Fc_femnd-F49
Fe-tomo1-749
Fehoman s’ 1-749
Fo-msed - 743
Fo-su A -TES
Fe-irooy 1- 749

Consensus

CCTGATGAAGATCCTGACHGAGCG TGO CTACACCTTCACHACCACCGCCGAGLGAGAAATCGTTCGTGAL
—

Sequence position 350 C 25%

Figura 17: Representagdo JalView do ClustalW para beta-actina. Na parte
superior da figura estd o alinhamento com cores diferenciadas para cada
nucleotideo e na parte inferior, a sequiéncia consenso obtida no alinhamento,
onde cada coluna apresentando regido conservada esta indicada pela cor
preta.

O cladograma resultante para beta-actina mostrou uma evidente
proximidade entre F. subtilis e P. monodon, apresentando a maior similaridade
resultante de 91% (Figura 18). E mesmo apesar das divergéncias nucleotidicas
encontradas a menor similaridade em relagao a sequéncia de F. subtilis com H.
sapiens obteve uma porcentagem relativamente alta de 76%. Em relagéo aos
niveis de similaridade encontrados para beta-actina de F. subtilis com as outras
espécies, foram obtidos os seguintes valores: 79% com M. rosenbergii; 77%

com L. vannamei, F. chinensis e H. gammarus.
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Figura 18 — Cladograma para beta-actina. Resultado do alinhamento multiplo
efetuado pela ferramenta ClustalW entre organismos que obtiveram
alinhamento significante com o gene da beta-actina. Pode-se observar a
proximidade entre F. subtilis e P. monodon, apresentando 91% de similaridade.
Legenda: bac - significa beta-actina; espécie (humero de acesso no GenBank).;
bac-subtilis: F. subtilis do estudo; bac-mono: P. monodon (EF087977); bac-
rose: M. rosenbergii (AY626840); bac-vann: L. vannamei (AF300705); bac-fenn:
F. chinensis (DQ205426); bac-homo: H. sapiens (NM_001101) e bac-homarus:
H. gammarus (AJ581663).

Na tentativa de verificar o nivel de similaridade entre a seqléncia de
miosina de cadeia pesada de F. subtilis isolada neste trabalho através do
alinhamento multiplo com outras de espécies diferentes foram utilizadas as
seguintes sequéncias ja detalhadas anteriormente no item 5.2.1: F. paulensis
(DQ115397), A. franciscana (DQ448227), H. gammarus (AF474972),
D.melanogaster (X60196) e H. sapiens (NM_014981). O resultado obtido do
alinhamento nao foi muito significante em comparagcéo com o alinhamento para
beta-actina, apresentando muitas divergéncias nucleotidicas, ou seja, indices
de similaridades muito baixos, provavelmente devido a reduzida quantidade de
seqUéncias para miosina no GenBank, embora saiba-se que muitas das

espécies aqui estudadas sao efetivamente aparentadas (Figura 19).
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AACATGGAAGGACGCATTCGTGAACTCGAGTCTGCGCTGGATGAAGAGACCCGTCGTCAC
GATCTTGAAGCTCGCATTCGCGAACTGGAGGCTTCCCTGGACGATGAGACCCGTCGTCAC
AAACTTGAACAGAGAGTTCGCGAACTTGAACAAGAACTTGACGGTGAACAGCGCCGACAT
AAACTAGAATCCAGGGTTCGTGAACTGGAAGGTGAACTGGAGGGTGAAATCCGTCGCAGT
——————————— GGGTCTTCGTGGACTTCGGTATGGATCTGCAGGC---CTGCATCGAGCT
——————————— GGGCCTTCATCGATTTCGGTATGGACTTGTTGGC---CTGTATCGATCT

* * KK * % * * * x

GCCGATTCGCAGAAGAACCTGAGGAAGTGCGAGAGGCGCATCAAGGAGCTCGCCTTCCAG
GCTGATGCCCAGAAGAACCTGAGGAAGTGTGAGAGGCGCATCAAGGAGCTCGCCTTCCAG
GCTGATGCTCAGAAGAACCTCCGCAAATCCGAACGACGTATTAAGGAGCTCACTTTCCAA

GCAGAGGCCCAGAGGGGAGCCCGCAGACTTGAGCGATGCATCAAAGAGCTGACCTATCAG

CTT----- CGAGAAGAAAATGGGTCTGCTCTCCATCCTCGAAGAAGAGTCTATGTTCCCC

GAT--TGAAAAGGTTCGTCTCCTCCCAACCAACCTTCCTAGCCAAAAATTATCGCCATCG
* x * *

ACTGACGAGGACAAGAAGAACCACGACAGGATGCAGGAC---CTCGTCGATAAGCTC--C
ACTGACGAGGACAAGAAGAACCACGACAGAATGCAGGAC---CTCATCGATAAGCTC--C
GCTGATGAGGACAGGAAGAACCATGAACGCATGCAAGAT---CTTGTTGACAAACTC--C
GCAGAGGAAGACAAGAAGAATCTGAGCAGGATGCAAACT---CAGATGGATAAACTT--C
AAGGCTACTGACAAGTCTTTCACTGAGAAGTTAAATGCTACCCACCTTGGAAAGTCT--C
CTCGTTGTTCTGTCAACATATATGAATAAGTTTATTTATAAAGTTTTCGGCACCCTGAAT

* * * % *

AGCAGAAGATCAAGACCTACAAGCGCCAGATCGAGGAGGCTGAGG---AAATCGCC-GGC
AGCAGAAGATCAAGACCTACAAGCGCCAGATCGAGGAGGCTGAGG---AGATCGCC-GCC

ARCAGAAGATCAAGACATACARACGACAGATCGAAGAAGCCGAAG-—-ARATTGCT-GCC
AGCTAARARAGTGCAAAATTACAAGCAGCAAGTCGAGGTGGCGGARA-~~CACAAGCC-AAT
CTGTGTTCATCAAGCCCAAGCCACCAAAGGCTGGTATACCAGAAGCTCACTTCGCC-ATT
GGCAAATCATCTAAAACTGATGATCCCAGTTGGGGGTAGCGTATATATACAATATTTATT
* * * * * *
CTTA--—-———————————- ACCTGGC---CAAGTTCCGCA-AGGCTCAGCAGGAAC-TN
CTCA--—————————————- ACCTGGC---CAAGTTCCGCA-AGGCCCAGCAGGAAC-TC
TTAA-——————————————- ATTTGGC---TARATTCCGCA-AAGCACAGCAAGATC-TG
CAAT-——————————— ACCTTTC---CAAGTATAAGA-AACAGCAACATGAGT-TG
GTTC----—=—————————- ACTACGC---TG-GTACTGTC-AGCTACAACCTGAGT-GG
GTTTCAGTCATGCGGAGAGAAGTGCGCCCATAAGCGTTTTCTAGCTCCATTATATATATA
* * * * %
ARRRRRATCTGGCTTAR —— === === === == oo

GAAGAA-TCTGGCTAAACTATACTGTCACGTACATCTAGTCATATGCCAGATGTTCATAA
GAAGAA-GCAGAAGAGAGAGCAGACGCTGCTGAGCAGGTTGTTGCAAAAGTTCGCGCTAA
AATGAA-GTGAAGGAAAGGGCAGAGGTGGCAGAATCTCAAGTCA-ATAAACTCAAAATTA
CTGGCTCGAGAAGAACAAGGATCCCCTCAACGACACTGTTGTTGACCAGCTCAAGAAGTC
TATATATACTATAAGCACACAAACCCACATCCATGTCATGCCTCTCCAGAATGAAGAATC
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Figura 19 — Alinhamento das sequéncias de cDNA para miosina de cadeia
pesada do camarao F.subtilis (ClustalW). Legenda: mio - significa miosina;
espécie (numero de acesso no GenBank); mio_sub: F. subtilis do estudo;
mio_paul: F. paulensis (DQ115397); mio_art: A. franciscana (DQ448227),
mio_homarus: H. gammarus (AF474972); mio_droso D.melanogaster (X60196)
e mio_homo:H. sapiens (NM_014981). O simbolo * refere-se as posi¢des
conservadas entre as sete sequéncias das espécies.

O cladograma resultante para miosina de cadeia pesada mostrou uma

evidente proximidade entre F. subtilis e F. paulensis, apresentando a maior

similaridade resultante de 87% (Figura 20). Esse resultado ja era esperado
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devido ao fato de que o desenho de primer para miosina de cadeia pesada
realizado nesse trabalho para o F. subtilis foi baseado nessa sequéncia do F.
paulensis. Os niveis de similaridade encontrados para F. subtilis com as outras
espécies foram: 51% com A. franciscana; 41% com H. sapiens; 4% com H.

gammarus e D.melanogaster.

51% 87% mio_suh
' mio_paul
. mio_art
41% mio_homao
49 , mio_homarus
' mio_droso

Figura 20 — Cladograma para miosina de cadeia pesada. Resultado do
alinhamento multiplo efetuado pela ferramenta ClustalW entre difrentes
organismos com o gene da miosina de cadeia pesada. Pode-se observar a
proximidade entre F. subtilis e F. paulensis, apresentando 87% de similaridade.
Legenda: mio - significa miosina; espécie (numero de acesso no GenBank);
mio_sub: F. subtilis do estudo; mio_paul: F. paulensis (DQ115397); mio_art: A.
franciscana (DQ448227), mio_homarus: H. gammarus (AF474972); mio_droso
D.melanogaster (X60196) e mio_homo:H. sapiens (NM_014981).

Apesar dos resultados bastante satisfatorios, ainda ha uma escassez de
sequéncias completas de isoformas de proteinas musculares em camardes
peneideos, principalmente em relacdo a miosina. Com excegao, esta a
sequéncia parcial de miosina de cadeia pesada da espécie nativa F. paulensis
(842pb) e também a recente inclusdo no banco de dados da sequéncia de
miosina de cadeia leve do L. vannamei (EU449515) (AYUSO et al, 2008).

Estudos anteriores ja identificaram varios genes de actina e suas

variagdes, sendo que a obtencdo da primeira sequéncia completa de
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aminoacidos de actina em crustaceos foi em Artemia, que € um organismo
utilizado como animal modelo em pesquisas cientificas (MACIAS; SASTRE,
1990). Devido ser relativamente recente o inicio desse tipo de estudos com
crustaceos, especialmente com camaroes, indica que ainda ha muito campo de
estudo e muitas descobertas importantes ainda poderao ocorrer.

A sequéncia de B-actina de F. subtilis obtida neste trabalho apresentou
alta similaridade com as sequéncias de [B-actina de vertebrados e invertebrados
ja conhecidas. Os resultados obtidos nesse trabalho suportam as observagdes
anteriores de que o gene da actina é altamente conservado entre organismos
vertebrados e invertebrados (FYRBERG et al., 1981). Em invertebrados, varias
isoformas de actinas foram descritas: seis da mosca-de fruta (FYRBERG et al.,
1981); duas do bicho de seda (MOUNIER; GAILLARD; PRUDHOMME, 1987);
e duas de caranguejo (VARADARAJ; KUMARI; SKINNER, 1996).

Os resultados obtidos nesse trabalho fornecem subsidios que colaboram
para a melhor compreensao da regulagao genética do crescimento muscular de
camardes, além de mostrar que a metodologia apresentada pode ser utilizada
para a identificagdo de genes de interesse envolvidos tanto no crescimento

muscular como em outras fungdes importantes.
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6. CONCLUSOES

- O presente estudo isolou e caracterizou parcialmente os genes das
proteinas musculares beta-actina e miosina de cadeia pesada do camarao rosa
Farfantepenaeus subtilis através da utilizacdo de reacbes RT-PCR e
sequenciamento do cDNA.

- Primers para beta-actina e miosina de cadeia pesada foram desenhados
a partir de sequéncias de aminoacidos conservadas e obtidas do GenBank.,
podendo ser utilizados em trabalhos posteriores.

- Material genético de boa qualidade foi obtido a partir da extracdo do
tecido muscular abdominal do camarao.

- Foram isoladas sequéncias de cDNA das proteinas musculares com boa
qualidade a partir da utilizagdo dos primers desenhados.

- Foi encontrado alto indice de similaridade entre as sequéncias de beta-
actina e miosina de cadeia pesada do F. subtilis em comparagao as descritas
no Genbank para outras espécies de camarbes peneideos, comprovando a
identidade dessas sequéncias, sendo que a espécie que apresentou maior
similaridade quanto a sequéncias de beta-actina foi P. monodon e quanto a

miosina de cadeia pesada foi F. paulensis.

7. ESTUDOS FUTUROS

Estudos como esse, gerando informagdes sobre a estrutura genética de
uma espécie nativa com potencial para o cultivo, auxiliam no melhor

conhecimento da genética de camardes peneideos nativos do Brasil,
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produzindo subsidios que permitem analisar melhor a evolugao genética entre
as espécies.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, estudos futuros
podem ser realizados visando a caracterizagado completa dos genes de beta-
actina e miosina de cadeia pesada identificados, ja que aqui s6 foi possivel a
caracterizagao parcial. A metodologia descrita também pode ser utilizada na
identificacdo de outros genes relacionados com caracteristicas importantes no
F. subtilis, assim como em outras espécies.

Aliado a isso, estudos que visam verificar o padrao de expressao de
genes durante o ciclo de muda de camardes é importantissimo para podermos
esclarecer como o crescimento muscular ocorre em camarbes no ambito
molecular.

Adicionalmente, a identificacdo de genes em espécies nativas de
camardes peneideos pode ser impulsionada, gerando um maior conhecimento

a cerca da estrutura genética da biodiversidade brasileira.
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ANEXO A - LISTA DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NO

PRESENTE TRABALHO

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Luvas descartaveis

Sacos plasticos para o transporte dos animais
Caixa isotérmica para o transporte dos animais
Lupa

Pinca

Bisturi

Pisseta

Microtubos para PCR (0,2ml)

Microtubos de 2ml

Micro Pipetas (0-20ul)

Ponteiras Estéreis P-10, P-100, P-1000
Centrifuga Refrigerada

Cémara de Fluxo Laminar

Espectrofotdmetro

Refrigerador

Balancga (0,019g)

Freezer - 80°C

Autoclave

Termociclador

Sequenciador Automatico Capilar Abi 3100 (Apllied)
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ANEXO B - LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS NO PRESENTE

TRABALHO

1.

Agua (Livre De Rnase e Dnase) Ultrapure™ Distilled Water -

Dnase/Rnase-Free (Invitrogen)

2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Trizol (Invitrogen)

Tris-Hcl - Ultrapure™ Tris Hydrochloride (Invitrogen)
Oligo(Dt)12—18 Primer (Invitrogen)

Superscript li Reverse Transcriptase (Invitrogen)
Cloroformio

Alcool Etilico Pa

Isopropanol

Dnase

10x Pcr Buffer [200 Mm Tris-Hcl (Ph 8.4), 500 Mm Kcl]
Mgcl, (Applied)

1x Te Buffer

Ultrapure™ 10x Tae Buffer (Invitrogen)

Hidréxido de Sodio (Naoh) - 8 Mm

Citrato de Sddio (0,1m)

Corante Loading Dye

Primer COI-F [5-CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC-3'], COI-R [5'-

AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC-3']

18.

19.

Bigdye® Xterminator™ Purification Kit (Applied)

Tampéo Save Money $$
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20. Pop-6™ Polymer For 3100/3100-Avant™ Genetic Analyzers
(Applied)

21. Taq Polymerase (Invitrogen)

22. Agarose

23. Brometo de Etidio/ Ultrapure™ Ethidium Bromide (10 Mg/Ml)
24.  1kb bp Dna Ladder (Marcador Invitrogen)

25.  DNTP (Invitrogen)

26. Etanol 70%

27.  Etanol Absoluto 100%

28. Platinum Taq (1 Unidade/ul)

29. Hi-Di™ Formamide (Applied)

30.  Running Buffer, 10x (Applied)
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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