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RESUMO 

 

 

O camarão peneídeo Farfantepenaeus subtilis é uma importante espécie 
nativa do litoral nordestino que possui uma grande ocorrência na pesca. Dentre 
os camarões marinhos de importância comercial, os peneídeos se destacam 
por constituírem um valioso recurso para pesca e aqüicultura em regiões 
tropicais e subtropicais. Entretanto, a disponibilidade de informações sobre 
essas espécies é bastante escassa, principalmente em relação à estrutura 
genética que atua no crescimento muscular desses animais. Tendo como 
objetivo identificar genes envolvidos na contração muscular de camarões, 
neste trabalho foram parcialmente isolados e seqüenciados os genes de beta-
actina e miosina de cadeia pesada do camarão rosa F. subtilis, a partir do 
cDNA do músculo abdominal. Para tanto, camarões coletados no estuário do 
rio Pacoti, estado do Ceará, foram inicialmente identificados taxonomicamente 
e, depois através de amplificação de DNA seguida por sequenciamento das 
regiões citocromo oxidase subunidade I (COI) e 16S. Utilizando-se os tecidos 
frescos dos camarões, foi extraído o RNA total e foram obtidos os respectivos 
DNAs complementares (cDNAs). Baseado na construção de primers 
específicos a partir do alinhamento entre sequências descritas no 
Genbank/NCBI, os genes foram isolados por meio de RT-PCR (Reação em 
Cadeia da Polimerase através da transcriptase reversa) e seqüenciados. 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. Análises das sequências realizadas pela ferramenta BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) revelaram alta similaridade com outras 
beta-actinas e miosinas de camarões, confirmando a identidade das 
sequências genéticas isoladas. Como resultado do alinhamento pareado entre 
as sequências desses genes obtidos no trabalho com as de outras espécies 
presentes no GenBank, pôde-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 
utilizada na identificação de genes relacionados com características 
importantes. Esses dados irão facilitar o isolamento completo das sequências 
desses genes, além de contribuir para incentivar a identificação de outros 
genes importantes em camarões, principalmente os nativos do Brasil. Análise 
de genes que atuam desenvolvimento do tecido muscular do animal poderá 
fornecer informações genéticas importantes acerca de uma espécie nativa que 
está sendo superexplorada e que poderá ser viável para cultivo. Outrossim, 
esses dados beneficiarão a comunidade científica, servindo como base para 
estudos de fisiologia, filogenia e evolução em peneídeos. 
 
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, 
Ceará, were first identified through taxonomy and, then, through DNA 
amplification followed by sequencing of Cytochrome Oxidase subunit I (COI) 
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 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DOS GENES BETA-ACTINA 

E MIOSINA DE CADEIA PESADA DO CAMARÃO ROSA Farfantepenaeus 

subtilis. 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

Os camarões da família Penaeidae são considerados como valiosos 

recursos para a pesca e para a aquicultura nas regiões tropicais e subtropicais 

do mundo. Pelo seu acentuado valor nutritivo e gastronômico, o camarão 

constitui fonte de emprego e renda para milhares de pessoas, sendo que a sua 

pesca apresenta uma significativa importância econômica, social e cultural 

(BRANCO, 2005; DIAS NETO; DORNELLES, 1996; FONTELES-FILHO, 1989). 

Porém, a exploração intensiva e indiscriminada dos estoques pesqueiros 

naturais tem causado a diminuição e consequente extinção de algumas 

espécies, o que atentou para a necessidade de sustentabilidade do ambiente 

marinho, pois é fato que a capacidade de suporte dos mares não permite a 

pesca intensiva e ininterrupta (CARVALHO, 2004). Neste cenário, surgiu a 

aquicultura, como alternativa viável para fomentar a produção desses 

organismos aquáticos, oferecendo alimento com alto valor protéico para o 

consumo humano, no âmbito social, elevando a qualidade de vida das 

populações locais, fixando-as no meio rural, além de contribuir para o 

investimento de recursos nas economias em desenvolvimento (ABCC, 2004). 
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Estimulado pela alta demanda mundial e por alcançar elevados preços 

de mercado, o cultivo de camarão tem se expandido bastante em diversos 

países, entretanto, nos primeiros anos de desenvolvimento no Brasil, essa 

atividade não obteve muito sucesso com a tentativa de cultivo de espécies de 

camarões nativos. Embora apresentassem características zootécnicas 

relativamente satisfatórias, a principal restrição era a alta exigência protéica 

dessas espécies fazendo com que houvessem altos gastos no cultivo. Mesmo 

assim, dentre essas espécies, o camarão rosa Farfantepenaeus subtilis se 

destacou pelo seu desempenho em cativeiro, porém a inexistência de ração 

balanceada e de pacotes tecnológicos de cultivo foram os principais entraves 

que inviabilizaram o cultivo comercial desta espécie, ficando evidenciada a 

necessidade de pesquisas básicas para a melhor compreensão da biologia, 

reprodução e comportamento das espécies nativas, colaborando, dessa 

maneira para o conhecimento e conservação do ecossistema. (NUNES, 1995). 

De acordo com Maia e Nunes (2003), a capacidade de adaptação 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 distribuída por toda costa do Nordeste 

Brasileiro, com disponibilidade de fêmeas maduras e pós-larvas em ambiente 

natural, possui télico fechado, o que facilita a reprodução em cativeiro e 

também um alto valor de mercado (NUNES, 1995). 

Entre os anos de 1980 até meados de 1990, a produção comercial do 

camarão cultivado no Brasil foi caracterizada pelo cultivo de espécies nativas, 

entretanto, a partir da década de 90, devido ao sucesso mundial do cultivo do 

camarão branco Litopenaeus vannamei, oriundo do Pacífico, a carcinicultura 
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brasileira praticamente se restringiu a essa espécie exótica que já tinha o 

pacote tecnológico definido e ótima adaptação às condições ambientais, 

deixando de lado as espécies autóctones que possuíam baixa produtividade 

(NUNES et al., 1997). 

No ano de 2003, dada a fragilidade de sustentação de monocultivos, 

aliado a variações climáticas, manejo inadequado, escassez de 

acompanhamento genético e principalmente ocorrência de doenças virais, 

ocorreu uma queda enorme na produção dessa espécie no Brasil. Esse fato 

deixou claro que para se atingir ideais de produtividade e sustentabilidade em 

um cultivo de camarão é necessário investimento em pesquisas científicas 

envolvendo áreas de reprodução, alimentação, doenças e genética (MARTINS, 

2006). Devido a essa queda da produção do L. vannamei por sua 

susceptibilidade ao ataque de doenças, perda da variabilidade pela freqüência 

de consangüinidade, bem como alteração na biodiversidade natural, e por se 

tratar de uma espécie exótica, passou-se a se considerar o cultivo de camarões 

nativos um fator de alta prioridade para o país (BORGHETTI et al., 2003). 

Sendo assim, a domesticação de espécies silvestres e o êxito de sua 

exploração nos cultivos com fins comerciais não podem prescindir do 

conhecimento de sua biologia, quanto aos aspectos reprodutivos, nutricionais e 

de saúde.  

Em organismos marinhos economicamente importantes, autóctones ou 

não, as pesquisas genéticas podem subsidiar o desenvolvimento das 

atividades ligadas ao cultivo desses animais, tais como mapeamento genético, 

implementação de estoques livres de patógenos e identificação de genes 

responsáveis por caracteres de interesse econômico. O conhecimento desses 
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aspectos pode contribuir para geração de tecnologias e conseqüentemente 

assegurar o sucesso dos empreendimentos, no entanto poucos estudos têm 

sido realizados com cultivo de espécies nativas (SHRIMP EST GENOME 

PROJECT, 2007). 

Segundo Ribeiro (2008), a grande maioria dos trabalhos realizados nos 

últimos dez anos no Brasil visando a identificação de genes em camarões 

peneídeos, teve como principal alvo de pesquisa a espécie comercialmente 

importante L. vannamei (GONÇALVES et al, 2005; NETO, 2006), abordando 

questões relativas à prevenção de doenças, como os mecanismos de resposta 

imune viral de camarões, tendo em vista que as infecções virais são 

responsáveis por grande mortalidade no ambiente aquático (SUTTLE, 2007). 

Deste modo, ainda há um grande potencial de estudos aliando o conhecimento 

da biologia com a área de genética, como exemplo, no entendimento a respeito 

de mecanismos que atuam no crescimento muscular, que ainda são 

completamente desconhecidos para os camarões, principalmente no âmbito 

genético, mas já 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 compreensão da biologia, além de fornecer subsídios para 

a obtenção de um animal com melhores desempenhos, maior crescimento e 

conseqüentemente um produto final de melhor qualidade. Como decorrência, 

esses estudos impulsionarão os avanços na área de biotecnologia de 

camarões peneídeos, principalmente das espécies cultivadas (ZHANG et al., 

2002). 
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A estrutura do tecido muscular dos crustáceos é semelhante a dos 

insetos, mamíferos e outros vertebrados (EL HAJ, 1996). O músculo 

esquelético dos crustáceos possui fibras musculares semelhantes às dos 

vertebrados, que sofrem mudanças de tamanho e composição em resposta a 

doenças, uso e desuso, estiramento, e atividade nervosa (BOOTH; 

THOMASON, 1991; BOOTH; KIRBY, 1992). A distribuição e a expressão das 

isoformas das proteínas das fibras musculares variam durante os estágios de 

desenvolvimento e somente obtém as características finais quando os 

músculos estão completamente diferenciados. (BOOTH; THOMASON, 1991). 

O processo de crescimento em camarões compreende uma ação 

intermitente centralizada na troca de muda, ou seja, na ecdise, quando o 

exoesqueleto antigo é liberado e o volume corporal aumenta, devido à 

incorporação de água. A regulação do crescimento muscular neste momento é 

um processo complexo envolvendo um controle apurado entre a síntese 

protéica muscular e as taxas de degradação. Embora os fatores responsáveis 

por esta regulação não tenham sido ainda determinados na literatura, os 

mecanismos que regulam este processo aparentam ser tecido-específicos, 

envolvendo uma combinação de genes e proteínas que podem variar de 

espécie para espécie (WHITELEY; EL HAJ, 1997). 

Existem vários genes envolvidos no crescimento, mas os que fornecem 

a base da contração muscular e mobilidade celular são actina e miosina, que 

se apresentam em diferentes isoformas. Dentre elas, a β-actina (beta-actina) e 

a miosina de cadeia pesada são as mais pesquisadas em camarões e estão 

sendo bastante usados como ferramentas de pesquisas científicas, apesar de 
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ainda haver a necessidade de trabalhos (ZHU et al., 2005; CESAR, YANG, 

2006).  

Em camarões peneídos, β-actina já 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, há as sequências 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 últimos anos, estudos de identificação de genes têm sido 

desenvolvidos amplamente no mundo, principalmente devido ao surgimento de 

tecnologias cada vez mais eficazes na área de biologia molecular e 

bioinformática, oferecendo diversas ferramentas de trabalho que possibilitam 

novas descobertas na genética. Existem várias técnicas de identificação de 

genes de interesse, mas atualmente, algumas estratégias vêm se destacando 

como: isolamento de gene candidato, estudo de locos ligados à caracteres de 

interesse econômico (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 laboratório, fazendo com que a amplificação de 

sequências por meio de reações de PCR seja uma metodologia bastante 

utilizada para o processo no isolamento de genes de interesse pelo fato do 

relativo baixo custo, rapidez e eficácia. No caso do estudo em questão, com o 

intuito de isolar genes relacionados ao crescimento muscular do camarão F. 

subtilis, foi escolhido o método de genes identificados pela reação em cadeia 
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da polimerase a partir da transcrição reversa do ácido 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, está o sequenciamento de DNA, sendo o método 

dideoxinucleotídeo desenvolvido por Sanger o mais amplamente utilizado para 

seqüenciar. (AVISE, 1994). Esse método permitiu o desenvolvimento do 

sequenciamento automático, que é uma tecnologia em constante 

melhoramento, promovendo a identificação de regiões até em genomas bem 

pequenos (HILLIS et al. 1996).   

O desenvolvimento da biotecnologia, com técnicas de identificação de 

genes e seqüenciamento de DNA, tem produzido um grande número de dados 

biológicos, em forma de seqüências de DNA e de proteína, geradas pelos 

laboratórios do mundo inteiro. Dessa maneira, bancos de dados para 

armazenar as seqüências foram sendo criados. Neles são armazenados genes 

e genomas inteiros, proteínas e suas estruturas tridimensionais, sendo o 

Genbank o mais conhecido que disponibiliza, gratuitamente, seqüências e 

ferramentas para sua análise. (SANTOS; ORTEGA, 2003). 

Os dados biológicos advindos do conhecimento genômico são 

relativamente complexos em comparação aos provenientes de outras áreas 

científicas, dada a sua grande diversidade. Para a manipulação desses dados, 

é imprescindível o uso da bioinformática que abrange todos os aspectos de 

aquisição, processamento, armazenamento, distribuição, análise e 

interpretação, através da combinação de procedimentos e técnicas da 

matemática, estatística e ciência da computação (BORÉM; SANTOS, 2003).  
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Dessa maneira, há a necessidade constante por programas eficientes de 

bioinformática que permitam utilizar esses dados de maneira eficiente. Os 

programas que realizam comparação de seqüências de DNA e proteínas com 

os bancos de dados genômicos; alinhamentos múltiplos entre sequências e 

produção de árvores filogenéticas permitem fazer inferências tanto funcionais 

quanto evolutivas, proporcionando um maior entendimento sobre filogenia e 

evolução, assim como os mecanismos biológicos que ditam as funcionalidades 

entre diferentes espécies (NOGUEIRA, 2004; VIANA, 2006). 

No caso deste estudo, a produção de dados biológicos inéditos e 

importantes do F. subtilis oferece subsídios que permitem analisar melhor a 

evolução genética entre as espécies, através da identificação de genes 

envolvidos no crescimento muscular de um camarão autóctone, pouco 

estudado sobre o aspecto genético, auxiliando também em futuras pesquisas 

sobre a estrutura muscular de invertebrados em geral. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Isolar e caracterizar parcialmente os genes das proteínas musculares 

beta-actina e miosina de cadeia pesada do camarão rosa Farfantepenaeus 

subtilis.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Gerar informações sobre a estrutura genética de uma espécie nativa 

com potencial para o cultivo. 

-  Extrair material genético a partir do tecido muscular do camarão 

- Desenhar primers a partir de seqüências de aminoácidos altamente 

conservadas correspondentes aos genes alvos.  

- Realizar reações RT-PCR para isolar e amplificar as seqüências de 

aminoácidos das proteínas musculares. 

- Comparar geneticamente o resultado obtido com outras espécies de 

camarões. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Camarões peneídeos 

 

Os camarões são animais do filo Arthropoda, que possuem corpo 

caracterizado pela presença de exoesqueleto e apêndices articulados. Fazem 

parte do subfilo dos Crustacea, com cerca de 300.000 espécies descritas, 

possuindo como característica a presença de carapaça dura. São animais 

predominantemente aquáticos, portadores de exoesqueleto calcário (rico em 

quitina), cefalotórax (cabeça e tórax fundidos), apêndices birremes (com dois 

ramos) e dois pares de antenas, que os diferenciam dos demais artrópodos 

(NARCHI, 1973; HICKMAN et al., 2001) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Vista lateral representativa da anatomia externa do camarão 
peneídeo. Esquema representativo indicando as principais partes do camarão 
peneídeo: antenas, antênulas, rostro, olho, carapaça, cefalotórax, abdômen, 
urópodes, pleópodos, pereópodos e maxilípedes. (Fonte Dall et al, 1990). 
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Juntamente com lagostas e caranguejos, os camarões pertencem a 

ordem Decapoda, que detém aproximadamente 8.500 espécies. Dentre esses, 

os animais que possuem a característica de liberar seus ovos na água, 

pertencem a subordem Dendobranchiata, que inclui os decápodas da família 

Penaeidae, conhecida por apresentar várias espécies que constituem 

importantes recursos pesqueiros (PINHEIRO; HEBLING, 1998). A família 

Penaeidae representa a maioria das capturas mundiais de camarões, em torno 

de 700 mil toneladas por ano (BUCKUP; BOND-BUCKP, 1999). Como 

subfamília, tem-se a Penaeinae composta por 15 gêneros. Sendo o gênero 

Penaeus constituído por espécies de maior valor econômico, subdividido em 

cinco novos gêneros (Litopenaeus, Marsupenaeus, Farfantepenaeus, 

Fenneropenaeus e Melicertus), com base em características morfológicas e 

biogeográficas (BURUKOVSKII, 1985; PÉREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997).  

De acordo com Dall et al. (1990) os peneídeos apresentam corpo 

alongado e lateralmente comprimido, possuem sexos separados, com 

reprodução sexuada por meio de cópula e fecundação externa. Periodicamente 

trocam sua carapaça, ou seja, realizam a muda para promover o seu 

crescimento; este processo ocorre rapidamente, geralmente em período 

noturno, deixando a espécie vulnerável aos predadores. O ciclo de vida dos 

camarões marinhos consiste em uma fase larval oceânica, uma fase de pós-

larva juvenil estuarina e fase adulta retornando ao ambiente marinho para 

maturação e desova, recomeçando assim, o ciclo biológico (DALL et a.l, 1990). 

O crescimento do animal varia, além da muda, em função da temperatura da 

água, do tipo de alimento ingerido e inclusive de acordo com a espécie. Como 
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a taxa de crescimento é maior enquanto jovens, então, maior é a quantidade de 

mudas realizadas nessa fase de vida (CARVALHO, 2004). 

 A taxonomia desses camarões peneídeos está representada no 

esquema a seguir (PÉREZ-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) 

Superfamília Penaeoidea (Rafinesque, 1815) 

Família Penaeidae (Rafinesque, 1815) 

Subfamília Penaeinae (Dana, 1852)  

Gênero Penaeus (Fabricious, 1798) 

 

Espécies da família Penaeidae formam um grupo diversificado de 

camarões marinhos, apresentam ampla distribuição geográfica, podendo ser 

encontrados nos oceanos Atlântico, Índico/Pacífico e Mediterrâneo, ou seja, 

habitando regiões tropicais e subtropicais, e ainda águas costeiras temperadas 
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em algumas regiões (NEAL; MARIS, 1985; PROVENZANO, 1985; PÉREZ-JAR 

et al, 2006).  

No Brasil, entre as principais espécies de camarões peneídeos 

autóctones que possuem importância econômica, 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; GUSMÃO, 2001; HOLTHIUS, 1980).  

Dentre os camarões marinhos utilizados comercialmente, os peneídeos 

são os mais importantes no mundo, por constituírem um valioso recurso para 

pesca e aquicultura, sendo que o camarão branco Litopenaeus vannamei 

(Boone, 1931) ocupa uma posição de destaque na produção em cativeiro 

mundial. Essa espécie é oriunda do Oceano Pacífico, mas devido às suas 

excelentes características zootécnicas e às condições ecológicas favoráveis, 

foi implementada com sucesso na carcinicultura brasileira na década de 90, 

ficando em primeiro lugar na produção brasileira, sendo a região Nordeste a 

maior produtora de camarões (RODRIGUES, 2005).   

O cultivo de uma espécie exótica oferece riscos potenciais para as 

espécies nativas, principalmente se essa atividade for desordenada e não tiver 

um acompanhamento genético, causando desequilíbrio nos estoques das 

populações naturais. A introdução involuntária, ou seja, o escape de espécies 

exóticas para o ambiente natural favorece a proliferação de doenças e 

estabelecem risco de hibridização 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 hibridização, pois pertencem ao mesmo gênero, 

muito semelhantes morfologicamente (DUARTE, 2006).  

Em regiões marinhas e estuarinas, as populações naturais de peneídeos 

sofrem tanto pela pesca intensiva, como pela introdução de cultivos de 

camarões exóticos, pois ao ultrapassar barreiras físicas, biológicas e 

ambientais, tornam-se espécies invasoras, que juntamente com a destruição de 

habitats, constituem-se as principais causas de extinção de espécies nativas 

(ÂNGELO; SILVA, 2004; MAGGIONI et al. 2003). 

Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais Renováveis (IBAMA), F. subtilis e F. brasiliensis estão atualmente em 

estado de sobrepesca, tendo como principal causa, a pesca intensiva ao longo 

dos anos (SANTOS; CÂMARA, 2002). Este relato já pôde ser constatado por 

diversos autores, dentre eles, Amaral e Jablonski (2005), que observaram 

também a redução do tamanho dos espécimes de F. subtilis, F. brasiliensis e F. 

paulensis, atribuindo à sobrepesca e à captura seletiva.  

  

3. 2  O camarão rosa Farfantepenaeus subtilis 

 

O camarão peneídeo conhecido como camarão rosa Farfantepenaeus 

subtilis (Pérez-Farfante, 1967) é uma espécie nativa do litoral do Nordeste do 

Brasil e se distribui geograficamente no Oceano Atlântico 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 (PÉREZ-FARFANTE, 1969; DORE; 

FRIMODT, 1987; PÉREZ-FARFANTE, 1988) (Figura 2).  
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Figura 2 – Distribuição geográfica do F. subtilis (Fonte: SEALIFEBASE, 2009) 

  

Segundo Paiva (1997), o camarão-rosa F. subtilis vive, 

preferencialmente, em fundos brandos de lodo, lama ou areia-lama, até 190 m 

de profundidade, habitando biótopos bem distintos caracterizados pela 

distância da costa ou pelo grau de salinidade da água. 

Desde 1960, o camarão F. subtilis tem sido uma das principais espécies 

da pesca industrial na região próxima a fronteira das Guianas e Brasil, e 

juntamente com F. brasiliensis é a espécie de maior ocorrência na pesca 

camaroneira desenvolvida na costa Norte do Brasil, compondo praticamente 

95% das capturas (NUNES; PARSONS, 1999). Apresentou uma tendência de 

crescimento até 1987, quando se capturou 10.037t (peso inteiro) e o número de 

barcos em operação atingiu o máximo permitido (DIAS NETO; DORNELLES, 

1996). Entretanto, devido à superexploração da pesca em geral, a partir de 
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então a tendência foi decrescente, ocasionando o declínio de populações de F. 

subtilis, assim como de várias espécies nativas de peneídeos (NETO, 1991). 

Além da importância na pesca, o camarão F. subtilis teve papel 

fundamental para o estabelecimento da indústria de carcinicultura marinha, em 

meados dos anos 80, na Região Nordeste. Naquela época, também eram 

cultivadas outras espécies nativas como o Farfantepenaeus brasiliensis, sendo 

que mais de 70% do total de pós-larvas produzidas no país correspondiam às 

espécies F. subtilis e L. schmitti e menos de 30% à espécie L. vannamei 

(WAINBERG; CÂMARA, 1998). E ao contrário das outras espécies nativas, o 

camarão rosa destacava-se por apresentar: melhores desempenhos 

zootécnicos e índices superiores de crescimento, conversão alimentar e 

sobrevivência. Além disso, a espécie possui fácil reprodução em cativeiro por 

possuir télico fechado e atrativos preços no mercado Europeu devido sua 

coloração tipicamente amarronzada (MAIA; NUNES, 2003). 

Entretanto, apesar das vantagens em relação às demais espécies 

nativas, poucas são as informações disponíveis sobre o F. subtilis. Além disso, 

desde 1993, o cultivo de camarões se restringiu basicamente à espécie exótica 

L. vannamei, fazendo com que os estudos fossem focados mais nas 

necessidades desta espécie exótica.  

Devido à produção em larga escala de pós-larvas em larviculturas e o 

estabelecimento de indústrias de ração formulada no Brasil, a espécie L. 

vannamei foi introduzida com sucesso em diversos estados do país 

(GUERRELHAS, 1997). Apesar disso, a contínua dependência nesta espécie 

exótica tem levado a uma perda dos atributos zootécnicos, refletido em maior 
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índice de conversão alimentar, menor crescimento, menor taxa de 

sobrevivência e maior susceptibilidade a doenças (NUNES, PARSONS, 2000). 

Dessa maneira, devido à fragilidade da sustentação de monocultivos, e 

em especial de uma espécie exótica, têm-se procurado analisar as 

potencialidades da utilização de camarões nativos para cultivo. Na região 

Nordeste ocorrem duas espécies de camarões marinhos, o F. subtilis e o F. 

brasiliensis, as quais apresentam potencial para o cultivo e comprovadamente 

têm maior valor de mercado que o L. vannamei, mas que não foram ainda 

devidamente estudadas, havendo uma escassa disponibilidade de informações 

sobre esses camarões (NUNES et al., 1997).  

O entendimento sobre mecanismos que atuam no crescimento muscular 

ainda são completamente desconhecidos para os camarões, principalmente no 

âmbito genético, mas já foram amplamente estudados em espécies de 

vertebrados e invertebrados (HOOPER; HOBBS; THUMA, 2008; WHITELEY; 

EL HAJ, 1997).  

Em relação ao F. subtilis, conhecimentos básicos a respeito da biologia, 

comportamento, requerimentos nutricionais, fatores que afetam o crescimento 

e, principalmente da estrutura genética são importantes para a compreensão 

da dinâmica dos estoques naturais, auxiliando nas medidas de gestão 

pesqueira, assim como são limitantes para promover o cultivo dessa espécie 

em escala comercial (GUSMÃO et al., 2005). 
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3.3 Genética de organismos aquáticos 

 

Apesar do alto valor comercial e necessidade do entendimento da 

estrutura dos estoques pesqueiros, ainda há pouca informação disponível 

sobre a genética de populações de organismos aquáticos, principalmente de 

camarões. O acompanhamento genético de estoques naturais é fundamental 

para a administração eficiente do recurso pesqueiro, assim como para a 

exploração sustentável do material genético disponível de espécies cultivadas 

(GUSMÃO; LAZOSKI; SOLÉ-CAVA, 2000).  

Entretanto, a genética molecular tem sido bastante utilizada em estudos 

com organismos aquáticos, principalmente quando a genética clássica por si só 

não consegue elucidar algumas questões. A alta eficiência de tecnologias 

baseadas em DNA vem colaborando para um maior entendimento de espécies 

brasileiras, auxiliando na produção de animais em cativeiro e na identificação 

de novas espécies. Pesquisas na área genética de populações vêm sendo 

aprimoradas, devido à utilização de técnicas moleculares e de bioinformática, 

permitindo um maior conhecimento sobre as características genéticas de 

peneídeos. O surgimento da reação em cadeia da polimerase (PCR) 

desenvolvida por Mullis e Faloona (1987), ferramentas de sequenciamento e 

mais recentemente da bioinformática, vem impulsionando pesquisas em 

diversas áreas (FERREIRA; GRATTAPPAGLIA, 1998).  

Mundialmente, alguns estudos de genética molecular com camarões 

obtiveram destaque, como a análise 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 camarões 

peneídeos. Na costa brasileira já foi possível identificar a presença de 

populações de camarão geneticamente diferenciadas através de estudos de 

genética molecular (MAGGIONI et al, 2001). 

Na aquicultura, tecnologias de genética molecular têm colaborado 

bastante para avanços na área de melhoramento genético, com utilização de 

marcadores moleculares, transgênese e definição de mapas genéticos 

detalhados que servem de base, por exemplo, para a identificação de 

marcadores associados a características quantitativas de interesse econômico 

(QTL’s), como aquelas associadas ao crescimento ou resistência a doenças 

(DINIZ, 2005). 

O desempenho e a produção são características controladas por 

múltiplos genes e, portanto herdadas como traços quantitativos. QTL são, 

principalmente, codificadas por genes não-identificados que afetam o 

desempenho dos animais, sendo o crescimento a característica mais 

importante para qualquer espécie aquática que sofre seleção. Dessa maneira, 

com o intuito de produzir animais com maior crescimento, pode-se fazer uso de 

inserção de genes de crescimento e hibridização entre espécies, como Benzie 

et al (2001) que produziram animais a partir da hibridização de P.monodon com 

P. esculentus, obtendo assim híbridos com razão de crescimento e coloração 

herdados, respectivamente.  
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Dentre as principais tecnologias utilizadas em estudos com camarões, 

estão os marcadores moleculares, em especial baseados em DNA mitocondrial 

(DNAmit), tanto para populações naturais (CHU et al., 2003) como cultivadas. 

Algumas características são únicas do sistema mitocondrial, tornando-o um 

bom instrumento para estimar variabilidade, caracterizar populações, relacionar 

a distribuição com a biogeografia histórica e apontar relações filogenéticas 

entre espécies próximas, dentre elas: usa código genético diferente do 

universal e possui herança materna (GARESSE et al., 1997; FRANCISCO, 

2003). 

Regiões mitocondriais de artrópodes têm sido largamente utilizadas em 

estudos de filogenia e genética de populações (SIMON et al., 1994). Inúmeros 

primers existem para a amplificação das diversas regiões do genoma 

mitocondrial deste grupo de organismos e, recentemente, os avanços 

tecnológicos e a redução de custos têm estimulado o aumento do número de 

genomas mitocondriais completos publicados, por meio de PCR (DINIZ, 2005). 

Em camarões, o DNAmit possui tamanho de 16000 pares de base (pb) e 

informações geradas através dessa região vem proporcionando maior 

conhecimento do status taxonômico de algumas espécies. Como exemplo, é o 

caso da descoberta de uma nova espécie de Farfantepenaeus revelada a partir 

de análises genéticas, mostrando que F. subtilis na verdade era a mistura de 

duas diferentes espécies: Farfantepenaeus sp. e F. subtilis. Para isso, Gusmão 

et al. (2000) utilizaram marcadores nucleares, aloenzimas e mitocondrial (COI), 

enquanto que Maggioni et al. (2001) realizaram análises do gene mitocondrial 

(16S) de dois morfotipos da espécie F. subtilis detectados, e de suas 

distribuições ao longo da costa brasileira, indicando a existência de um 
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isolamento reprodutivo entre os mesmos, sugerindo a diferenciação em 

espécies. Estes resultados mostram que o estudo do DNA mitocondrial possui 

um alto valor informativo. 

Análises de DNA também foram usadas para determinar níveis da 

variação intraespecífica e diferenciação genética de populações de diversas 

espécies de camarão (BENZIE, 2000; CRUZ et al., 2004; MAGGIONI et al., 

2003). 

 

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

e miosina 

 

O estudo dos genes que atuam em características de interesse, como, 

por exemplo, no desenvolvimento do tecido muscular do animal, pode fornecer 

subsídios para a obtenção de um animal com melhores desempenhos, maior 

crescimento e conseqüentemente um produto final de melhor qualidade. 

 Os genes da actina e miosina fornecem a base da contração muscular e 

mobilidade celular e são bastante usados como ferramentas de pesquisas 

científicas, principalmente em estudos de filogenia (BRICHEUX; 

BRUGEROLLE, 1997; BHATTACHARYA; WEBER, 1997; HWANG et al., 

2002).  

Como o crescimento muscular do camarão está diretamente ligado ao 

seu ciclo de muda, César et al, (2006) estudaram as modificações 

morfológicas, fisiológicas e a expressão genética de actina e miosina de cadeia 

pesada no tecido muscular do L. vannamei, na tentativa de investigar os fatores 

moleculares responsáveis pelo crescimento muscular em camarões, durante o 
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ciclo de muda, onde foi observado que as expressões desses genes variam 

durante o ciclo, com valores crescentes na pós-muda e decrescentes na pré-

muda.  

A actina é a proteína intracelular mais abundante da célula eucariótica, 

altamente conservada e está envolvida em várias funções básicas do 

organismo, além da contração, como, estrutura do citoesqueleto e divisão 

celular (POLLARD, 1990). Actinas são referências clássicas de genes 

utilizados em análises de expressão com northern blot e semi-quantitativo RT-

PCR (BUNGER et al., 2003). Devido a essas razões, são amplamente 

estudadas em animais, tendo sido encontrados em vários organismos 

aquáticos. Em peixes já foram encontrados 23 genes de actinas (incluindo 13 

citoplasmáticas) (HWANG et al., 2002), e nos crustáceos, foram encontrados 

em: caranguejos (VARADARAJ; KUMARI; SKINNER, 1996), lagosta 

(KOENDERS et al., 2002), artêmia (MACIAS; SASTRE, 1990), copépodos (KIM 

et al., 2003; CRAWFORD, 1995) e em camarões (ZHU et al., 2005). 

Actinas são agrupadas em relação à sequência de aminoácidos e 

distribuição nos tecidos. Existem actinas citoplasmáticas e musculares. Os 

mamíferos superiores possuem no mínimo seis isoformas de actinas: duas 

citoplasmáticas, β-actina e γ-actina, e quatro musculares α-actina 

(VANDEKERCKHOVE; WEBER, 1978). Genes β- e γ-actina têm sido 

estabelecidos como genes housekeeping (THELLIN et al., 1999). A α-actina é 

uma proteína muscular predominante no aparato de contração das células, e a 

β-actina é uma proteína do citoesqueleto importante na mantença 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 camarões peneídos, β-actina já foi isolada em: Penaeus monodon, 

Litopenaeus vannamei, Macrobrachium rosenbergii, Fenneropenaeus chinensis 

(Tabela 1).  

 

 
Tabela 1 – Informações sobre os genes de beta-actina e miosinas de camarões 
peneídeos depositados no GenBank. 

 

Descrição (número de acesso no 
GenBank) 

Tamanho do 
gene (pb) 

Fonte 

 

Litopenaeus vannamei beta-actin mRNA, 

complete cds (AF300705) 

1320 pb Sun et al., 2007 

 

Penaeus monodon beta-actin mRNA, 

complete cds (EF087977) 

1134 pb Qiu et al., 2008 

 

Macrobrachium rosenbergii beta-actin 

mRNA, complete cds (AY626840) 

1281 pb Zhu et al., 2005

 

Fenneropenaeus chinensis beta actin 

mRNA, complete cds (DQ205426 ) 

1358 pb 

 

Zhang et al., 

2006 

 

Farfantepenaeus paulensis myosin heavy 

chain mRNA, partial cds (DQ115397) 

842 pb 

 

Kamimura et al., 

2005 

 

Litopenaeus vannamei myosin light chain 

mRNA, complete cds (EU449515) 

1135 pb 

 

Ayuso et al., 

2008 

 

O isolamento de actina em camarões está relacionado também com a 

tentativa de obter camarões mais resistentes a doenças, a partir de 

manipulação genética. O gene da actina é considerado como um bom 
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candidato a vetor de expressão para ser usado em transgenia. Com esse 

intuito, já foi isolado para M. japonicus (MAEDA et al., 2002). 

Interagindo com os filamentos de actinas, estão as miosinas, proteínas 

motoras que participam da contração muscular. São classificadas de acordo 

com a diversidade da seqüência de aminoácidos (SELLERS, 1999). Existem 

pelo menos 13 tipos de miosinas, musculares e não musculares, de cadeia leve 

e cadeia pesada, sendo as miosinas I (com uma cadeia pesada) e II (com duas 

cadeias pesadas) as mais abundantes e mais estudadas. Em crustáceos, já 

foram isoladas miosinas de lagostas e lagostim. Foram identificadas pelo 

menos duas isoformas de miosinas de cadeia pesada em lagostas e três em 

lagostim (HOOPER; THUMA, 2005). 

Actinas e miosinas de cadeia pesada têm 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 importância biológica, o estudo de genes e proteínas 

musculares de invertebrados é justificado pelo benefício que pode oferecer ao 

ser humano. Dois argumentos sustentam esse fato: primeiro, o último ancestral 

comum de vertebrados e invertebrados tinham músculo e a maioria dos genes 

musculares de vertebrados e invertebrados são homólogos. As vantagens 

experimentais com invertebrados permitem uma melhor investigação, com 

maior detalhamento do que com vertebrados. Em segundo, genes musculares 

de invertebrados apresentam maior variação, fazendo com que haja uma 

interação funcional mais correta (HOOPER; THUMA, 2005) 
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Várias doenças humanas resultam de erros na estrutura muscular de 

proteínas, então, o estudo com invertebrados possibilita a melhoria da saúde 

humana. E estudos comparativos também oferecem um grande campo para 

investigar a relação entre as estruturas de genes e proteínas musculares 

(HOOPER; THUMA, 2005). 

Ainda em relação a saúde humana, os camarões são alimentos 

altamente alergênicos e isto se deve a presença de algumas proteínas 

envolvidas na indução dessas reações alérgicas. Segundo Ayuso et al. (2008), 

o gene da miosina de cadeia leve do L. vannamei foi identificado como sendo a 

nova proteína responsável por causar alergia ao homem, nomeado de Lit v 

3.0101, pelo qual até recentemente era direcionado principalmente à proteína 

muscular tropomiosina (SHANTI et al, 1993). Estudos como esse, podem 

colaborar para o desenvolvimento de vacinas não alergênicas (AYUSO et al., 

2008). 

 

3.5 Inferências biológicas  

 

A genética estuda a transmissão, as alterações e a expressão dos 

genes, determinando as características fenotípicas, também possibilita verificar 

a estruturação de populações de uma dada espécie; adaptação de 

determinada população ao ambiente e comparação de espécies para detectar 

diferenças e/ou para fazer inferências filogenéticas. (CHETVERIKOV, 1926; 

FISHER, 1930). Para isso, a Genética Clássica 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 número de dados genéticos obtidos em pesquisas 

de diversos laboratórios do mundo, com a identificação de genes a partir de 

sequenciamentos, fez-se necessário construir bancos de dados a fim de 

organizar de maneira acessível esse grande volume de dados, de modo a 

evitar redundância na pesquisa científica e possibilitar a análise por um maior 

número de cientistas. Dessa maneira, o banco de dados (GenBank) do Centro 

Nacional para Informação Biotecnológica (NCBI) aparece como o mais 

conhecido banco de genes, disponibilizando sequências de DNA, genomas 

completos, proteínas e ferramentas para análise (SANTOS; ORTEGA, 2003). 

Vários pesquisadores fazem uso desses dados para realizar inferências 

biológicas a partir da análise comparativa entre espécies com o auxílio da 

bioinformática, produzindo alinhamentos múltiplos de sequências, auxiliando a 

identificação visual de locais em um DNA ou em uma seqüência de proteínas 

que pode ser funcionalmente importante. Tais locais são normalmente 

conservados, ou seja, o mesmo aminoácido está presente nesse local em cada 

um dos grupos das seqüências relacionadas (GIBAS; JAMBECK, 2001). 

As estratégias de descobertas de genes e de elementos de sequências 

conservados baseadas em reação de PCR são bastante importantes, 

principalmente com a possibilidade de comparações com informações 

presentes em bases de dados (MOORE et al., 1998). 

Nos últimos anos, foram realizados vários estudos de filogenia com 

camarões peneídeos usando caracteres genéticos, na tentativa de elucidar 

questões de taxonomia e evolução, mas infelizmente ainda há fatores 

limitantes como o reduzido número de espécies estudadas e pouca informação 

genética obtida (SHANE et al., 2004). 
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Como exemplo, são as análises realizadas a partir de sequências de 

DNA mitocondrial em estudos de filogenética em populações de camarões 

naturais (GUSMÃO et al., 2000; MAGGIONI et al., 2001) e para avaliar a 

divergência genética entre populações de cultivo (SEKINO et al., 2002). Dentre 

os principais genes da região mitocondrial utilizados em estudos estão o 16S 

rRNA e o COI (citocromo oxidase I), sendo o primeiro altamente conservado e 

com baixa taxa de evolução mais indicado para estudos de filogenia, enquanto 

o COI menos conservado que o 16S, é frequentemente usado em estudos de 

evolução (BEARD et al., 1993). 

Palumbi e Benzie (1991) descobriram altos níveis de divergências 

moleculares entre espécies de peneídeos Penaeus stylirostris, L. vannamei, P. 

esculentus e Metapenaeus endavevori isolando genes mitocondriais COI e 

12S. Da mesma maneira, Baldwin et al (1998) também utilizaram COI para 

verificar a filogenia e biogeografia entre peneídeos, onde os dados moleculares 

resultantes discordaram da revisão sistemática anteriormente realizada por 

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

 

 

4.1 Material utilizado 

a) Equipamentos utilizados 

Todos os equipamentos e materiais necessários à realização do trabalho 

estão apresentados no Anexo A.  

 

b) Materiais de consumo  

Uma extensa lista de reagentes e soluções empregadas nesse trabalho 

pode ser visualizada no Anexo B. De forma abreviada, dentre os principais 

componentes utilizados, destacam-se aqueles necessários para PCR, que são: 

os primers, complementares ao DNA alvo; desoxinucleotídeos trifosfatados 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), para serem incorporados aos produtos nascentes; 

enzima termo-estável Taq DNA-polimerase, que oferece condições para a 

amplificação; cloreto de magnésio (MgCl2), servem de cofator para a atividade 

da enzima; água ultrapura e amostra de DNA ou cDNA alvo. 

Para o sequenciamento, a maioria dos reagentes são os mesmos para a 

PCR, com a inclusão de didesoxirribonucleotídeos marcados com diferentes 

corantes fluorescentes (fluorocromos), que vão permitir a detecção dos 

nucleotídeos pelo seqüenciador.  

c) Softwares de análises genéticas 

A construção de primers específicos para amplificação de genes de 

interesse é auxiliada pela utilização de programas disponíveis na internet que, 

a partir de uma determinada seqüência de oligonucleotídeos submetida à 
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análise, fornecem as principais características que influenciam no sucesso da 

reação de PCR, ou seja, garantindo um anelamento correto entre o primer e a 

seqüência alvo de DNA. Dentre elas, destacam-se: os primers escolhidos 

devem apresentar uma seqüência única dentro da região a ser amplificada, os 

pares de primers devem possuir temperatura de anelamento similar para 

garantir um anelamento simultâneo, a composição de bases e o comprimento 

deles devem ser mantidos em padrões pré-estabelecidos e devem anelar em 

sítios espaçados entre 100 a 600 pares de base, pois esta distância permite 

uma síntese eficiente durante a PCR (SAIKI, 1989). 

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

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) 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 análise de seqüências nucleotídicas 

do mRNA de beta-actina e miosina de organismos modelos e camarões, 

depositadas, até o momento, no banco de dados biológicos público - GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essas seqüências obtidas de várias espécies 

foram salvas em formato FASTA e armazenadas localmente em um arquivo de 

texto. Em seguida, foram alinhadas apropriadamente através do programa de 

alinhamento múltiplo ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON; 

HIGGINS; GIBSON,1994), baseado em algoritmo heurístico progressivo, 

produzindo alinhamentos de acordo com as similaridades e diferenças entre as 

sequências, que podem ser facilmente visualizadas pelas diferentes cores 

associadas a cada aminoácido ou nucleotídeo.  
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Essas análises comparativas permitem a identificação de regiões 

conservadas ao longo dos alinhamentos, ou seja, fragmentos candidatos à 

primer, que possuíssem pelo menos entre 20-30 pares de bases de 

comprimento e que fossem próximos às extremidades. 

Com o intuito de verificar a viabilidade desses primers candidatos, essas 

regiões conservadas foram inseridas individualmente no OligoAnalyzer, 

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

parâmetros que irão influenciar na especificidade desejada dos primers, como 

a temperatura de anelamento; conteúdo GC; a possível formação de estruturas 

secundárias internas e a complementaridade entre eles. Quanto menor for a 

complementariedade, menor será a formação de artefatos na reação de PCR, 

aumentando a eficiência da reação.  

Dessa maneira, a partir da síntese dos primers desenhados, foi possível 

dar prosseguimento ao trabalho laboratorial, com a amplificação e 

sequenciamento dos fragmentos desejados. As informações geradas pelo 

seqüenciamento podem ser organizadas, analisadas e interpretadas com o 

apoio da bioinformática (SANTOS; ORTEGA, 2003). Sendo assim, alguns 

programas mereceram destaque.  

Primeiramente, para verificar a qualidade da amplificação dos genes e 

quantificação das amostras no gel, foi utilizado o software proprietário e não 

disponível na internet, Image Aid v. 3.06 (Synoptics Ltd. Spectronics 

Corporation), que permite a comparação da intensidade e tamanho da banda 

do produto de PCR (denominado amplicon)  com a intensidade e tamanho da 

banda do marcador aplicado. 



 
 

 

31

Na etapa de sequenciamento é gerado um arquivo gráfico contendo 

picos representativos dos quatro nucleotídeos ou bases possíveis (A, T, C, G e 

N-base não identificada) e a posição delas. Esses dados foram convertidos em 

eletroferogramas através do programa Chromas lite version 2.01 

(www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) onde foi possível transformar as 

sequências em formato de arquivo de texto padrão, denominado formato 

FASTA, permitindo a utilização das seqüências em outros programas de 

bioinformática. Ainda com o auxílio desse programa, cada sequência foi 

observada individualmente, inclusive, cada base/nucleotídeo, com a 

possibilidade de verificação manual da seqüência. 

Depois de verificada a qualidade das sequências, foi utilizado o 

programa BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), software para 

edição e análises de alinhamentos múltiplos, que permite a obtenção de uma 

seqüência consenso para cada primer F e R, e depois a montagem das 

sequências parciais ou contigs de cada indivíduo sequenciado, prontas para 

serem trabalhadas.  

Dessa maneira, para confirmar a identidade das seqüências, foi utilizado 

o programa de alinhamento pareado BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) (ALTSCHUL et al, 1997), frequentemente usado na bioinformática, 

baseado em heurísticas, que realiza buscas de sequências similares em base 

de dados. A partir de uma sequência de trabalho submetida à análise 

(denominada Query), o BLAST faz uma busca local no banco de dados de 

interesse, neste caso, o GenBank do NCBI, oferecendo uma lista de possíveis 

sequências semelhantes (denominadas hits) e seus alinhamentos com a 

seqüência Query. O resultado do BLAST é dado na forma de um gráfico onde a 
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seqüência analisada e as alinhadas aparecem com barras coloridas 

designando a qualidade do alinhamento. Cada cor informa o grau de 

similaridade em relação à seqüência analisada, e cada hit exibe também 

informações estatísticas 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 último, novamente foi utilizado o ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,1994) para a 

realização de alinhamento múltiplo entre as sequências obtidas no trabalho 

com outras sequências de espécies diferentes já depositadas no GenBank, 

afim de verificar o nível de proximidade entre elas. 

  

4.2 Metodologias 

 

4.2.1 Obtenção e tratamento das amostras 

Os camarões 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 estuário do rio 

Pacoti (latitude 3°49’56, 15°S; longitude 38°25’11,82°O), localizado no 

município de Aquiraz (Figura 3), no litoral leste do estado do Ceará, em uma 

região próxima ao Centro de Estudos Ambientais Costeiros (CEAC) do Instituto 

de Ciências do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceará (UFC).  

Essa localidade vem sendo objeto de estudo em várias pesquisas, devido ao 

fato de ser bastante rica em diversidade de espécies e onde foi possível se 
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encontrar camarões peneídeos devido a uma atividade de coleta piloto antes 

de ser iniciada a coleta oficial para a pesquisa (Figura 4). 

           
Figura 3 – Mapa de Aquiraz, no litoral do Estado do Ceará (Fonte: Município de 

Aquiraz, 2009). 

 

 

Figura 4 – Local de coleta dos camarões no rio Pacoti (Fonte: GoogleEarth, 
2009). 

ESTADO DO CEARÁ 
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Na tentativa de selecionar corretamente camarões da espécie F. subtilis, 

algumas características básicas foram observadas para permitir uma rápida 

identificação visual, como o aspecto morfológico externo do camarão, de 

coloração geralmente marrom ou acinzentada e exoesqueleto contendo 

cromatóforos em toda sua extensão. Dessa maneira, foram coletados 50 

camarões supostamente da espécie desejada, que foram transportados vivos 

ao Laboratório de Biologia Aquática pertencente ao Departamento de 

Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceará – UFC. 

O transporte dos camarões do estuário para o laboratório foi realizado 

em sacos plásticos com aproximadamente 1/3 de água do estuário e 2/3 de ar 

comprimido, com aeração constante. Após chegada ao laboratório, foram 

aclimatados em um aquário de 50L com água do estuário filtrada, com 

salinidade 20, pH 7.8 e sistema de aeração constante. 

Os camarões foram mantidos nesse aquário durante um período 

aproximado de sete dias, para então se prosseguir com os procedimentos de 

identificação taxonômica e molecular da espécie. 

 

4.2.2 Identificação da espécie F. subtilis  

 

a) Morfológica/ Anatômica 

A identificação taxonômica da espécie foi realizada segundo a 

metodologia de Pérez-Farfante e Kinsley (1997). Devido ao fato dessa espécie 

ser bastante semelhante à outra espécie de ocorrência no local, o 

Farfantepenaeus brasiliensis, alguns exemplares dessa espécie foram 

adquiridos para permitir um diagnóstico mais preciso. 
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As principais características consideradas para a correta identificação 

foram: presença ou ausência do sulco adostral; quando presente, o formato do 

sulco adostral; formato dos órgãos sexuais feminino (télico) e masculino 

(petasma) dos indivíduos que apresentavam dimorfismo sexual. 

Espécies pertencentes ao gênero Litopenaeus apresentam o sulco 

adostral curto e possuem télico aberto, enquanto que espécies do gênero 

Farfantepenaeus apresentam sulco adostral longo, se prologando de uma 

extremidade a outra do rostro dorsal, alcançando quase a margem posterior da 

carapaça e possuem télico fechado. Já para diferenciar F. subtilis de F. 

brasiliensis, a presença de mancha vermelha entre 3° e 4° somito abdominal 

nesse último e o formato do sulco adostral, apresentando mesma largura ao 

longo da extensão, são cruciais para identificação, pois o F. subtilis não possui 

a tal mancha e o seu sulco vai se afunilando ao se aproximar da extremidade 

inferior. 

Um esquema onde podemos observar as diferentes características dos 

sulcos adostrais foi apresentado no trabalho de Gusmão et al. (2000) entre F. 

subtilis e F. paulensis, sendo esta última espécie com mesmo tipo de sulco que 

o F. brasiliensis, portanto serviu como base para auxiliar na comparação 

(Figura 5).  
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Figura 5 – Diferenças anatômicas e morfológicas entre os sulcos adostrais de 
(A) F. paulensis (similar ao F. brasiliensis) e (B) F. subtilis. Espécies de 
camarões F. paulensis, assim como F. brasiliensis, são caracterizadas por 
possuírem sulco adostral longo com mesma largura ao longo de sua extensão, 
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: Gusmão et al., 2000). 
 

b) Molecular 

Os camarões identificados de acordo com suas características 

morfológicas externas foram transportados para o laboratório NUGEN - Núcleo 

de Genômica e Bioinformática, pertencente à Faculdade de Veterinária 

(FAVET) da Universidade Estadual do Ceará (UECE), para serem realizados 

os procedimentos moleculares de análises genéticas. Os animais foram 

levados vivos, pois para o procedimento de extração de RNA, há a 

necessidade de tecido fresco. 

A identificação molecular foi baseada no sequenciamento das regiões 

mitocondriais citocromo oxidase subunidade I (COI) e 16S. Em posse das 

(A) (B) 

Sulcos  
adostrais  
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seqüências de DNA, foram realizadas análises comparativas dos respectivos 

nucleotídeos com as seqüências descritas por Gusmão et al., (2000) para a 

espécie F.subtilis e F.sp, disponíveis no Banco Mundial de Genes (GenBank) 

através da ferramenta de busca BLAST (Basic Local Alignment Seach Tool). 

Para fazer o alinhamento entre as sequências, foi utilizado o programa 

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

 

4.2.3 Extração de DNA genômico 

Individualmente, quatro camarões foram mortos através de corte do 

cefalotórax com bisturi. Amostras do músculo do primeiro segmento abdominal 

do camarão foram retiradas para isolamento do DNA genômico, usando o 

reagente TRIZOL® Reagent (Invitrogen Life Technologies), seguindo a 

metodologia descrita pelo fabricante (CESAR; YANG, 2008). Esse reagente 

consiste em uma solução de fenol e guanidina isotiocianato, que permite um 

rápido isolamento de RNA, DNA e proteínas. 

Para cada amostra, a extração foi iniciada a partir da maceração manual 

de 100mg de tecido muscular com 1mL de TRIZOL, em um tubo para 

centrífuga de 2mL com auxílio de uma ponteira. Posteriormente, as amostras 

foram incubadas por 5 min em temperatura ambiente, depois foi adicionado 0,2 

mL de clorofórmio, 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 separação de três fases, onde a fase superior é incolor contendo RNA, 

enquanto na fase intermediária se encontra o DNA, caracterizada por uma 
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camada esbranquiçada, e a fase inferior é composta por proteínas e com 

coloração rosada. 

Nessa etapa do procedimento de extração, foi pipetada cuidadosamente 

o líquido da camada que contém RNA para um novo tubo para dar 

prosseguimento ao isolamento e purificação de RNA, etapa essa que será 

explicada em outro tópico do trabalho. 

Para dar continuidade à extração de DNA, após a completa remoção da 

fase aquosa, prosseguiu-se com a precipitação e várias lavagens para purificar 

o DNA. Para isso, foi adicionado 300 mL de álcool etílico absoluto e agitou-se 

levemente por meio de inversão do tubo. Após isso, os tubos foram incubados 

em temperatura ambiente por 3 min e então centrifugados por 5 min a 2000 g a 

4°C. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente através de inversão de 

tubo na pia ou por meio de pipetagem, quando necessário.  

O pellet de DNA foi lavado com adição de 1 mL de citrato de sódio 

(0,1M) em 10% de álcool absoluto, então, realizou-se vortexagem, incubação 

por 30 min a temperatura ambiente e centrifugação a 2000 g por 5 min a 4 °C. 

Após esse procedimento, foi realizada novamente a adição de citrato de sódio 

até a etapa de centrifugação.  

Amostras foram lavadas com 1 mL de  álcool etílico 75%, vortexadas e 

incubadas em temperatura ambiente por 20 min e então centrifugadas a 2000 g 

por 5 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado com atenção para não 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 hidróxido de sódio (8mM).  
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Após ter sido realizado o ajuste de pH das amostras, através de adição 

de EDTA (1mM) com pH 8,0, as amostras foram acondicionadas a -20° C.    

A qualidade das amostras de DNA genômico foi observada através de 

eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etídeo e 

visualizada em transluminador UV, conforme protocolo padrão, enquanto que 

as concentrações das amostras foram obtidas por quantificação em 

espectrofotômetro, sendo esse procedimento realizado em três laboratórios 

para validar os resultados, são eles: Laboratório de Bioquímica Marinha do 

Departamento de Engenharia de Pesca da UFC; Laboratório de PCR do 

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

 

4.2.4 Amplificação de 16S e COI 

Depois de extraído e quantificado, o DNA foi utilizado para a 

amplificação dos genes 16S e COI através de PCR. Essa etapa consiste na 

utilização de uma mistura de reagentes, denominada mix, necessários para 

sintetizar uma região alvo específica do DNA . Para uma reação de PCR com 

volume final de volume de 10 µl, o mix continha 200 µM de cada dNTP, tampão 

1X (10 mM Tris-HCl pH 8,4, KCl 50 mM,) 1,5 mM MgCl2, 0,4 µM de cada primer 

(armazenados numa concentração 10 pM/µL), 1U de PlatinumTaq DNA 

Polymerase e 1µL 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 duração de 2 horas, consistiu de um 

ciclo de desnaturação à 94°C/ 4 min, seguido de 30 ciclos de desnaturação do 

DNA à 94°C/ 1 min, com temperatura de anelamento de 52°C para 16S e 50°C 

para COI por 1 min e a extensão à 72°C/ 1 min; e encerrando o processo com 

uma extensão final à 72°C/ 10 min. 

 

Tabela 2 – Primers utilizados para a amplificação dos fragmentos de 16S e 
COI. Primers de 16S e COI com suas respectivas sequências de nucleotídeos, 
o tamanho do fragmento esperado em pares de base e a temperatura de 
anelamento ideal para a reação de PCR. 

 

Primers Seqüência (5’ para  3’) 
Tamanho 
esperado 

(pb) 

Temperatura 
de 

anelamento 
COI-Foward   CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC 558 
COI-Reverse AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC 558 50 °C 

16S ar CCGCCTGTTTATCAAAAACAT 485-530 
16S br CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 485-530 52°C 

 

 

Ao término da termociclagem, os produtos da PCR, denominados de 

amplicon, foram submetidos à corrida de eletroforese a fim de confirmar a 

amplificação. Para isso, uma alíquota de 2µL do amplicon e 1µL do corante 

azul Loading dye homogeneizados foram aplicados em gel de agarose 1%, 

contendo o tampão 1X TAE (Tris-Acetato-EDTA) e 1µL de brometo de etídio. 

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 câmera digital 

através do software Image Aid v. 3.06 (Synoptics Ltd. Spectronics Corporation), 

possibilitando analisar a qualidade das amplificações obtidas, pela observação 

de uma única banda, intensa, bem definida e com tamanho correspondente ao 



 
 

 

41

esperado. Todas as fotos dos géis foram editadas e identificadas no programa 

Photo Studio (ArcSoft). 

A etapa seguinte, de quantificação 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 três etapas: 

reação de sequenciamento, purificação dos amplicons e sequenciamento. 

De acordo com as instruções do fabricante do seqüenciador, a 

concentração do produto da PCR a ser utilizado na reação de sequenciamento 

varia com o tamanho do fragmento amplificado. No caso, para o trabalho em 

questão, como o tamanho esperado dos fragmentos estava na faixa entre 100 

e 1000pb (pares de base), é necessário que a concentração do amplicon esteja 

entre 10 e 50 ng. Dessa maneira, foi padronizada a utilização de 10 ng do 

amplicon tanto para 16S quanto para COI.  

Com o amplicon quantificado e a concentração determinada, foi 

realizada a etapa da reação de sequenciamento, que consiste na utilização 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 reação de sequenciamento com um 

volume final de 10µL continha 1µL de BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®); 1,5 X de Tampão Save $$; 0,2 

pmol de primers (Foward ou Reverse); 10 ng de produto da PCR e água milliQ, 

para completar o volume final da reação.  
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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 desnaturação a 96°C por 15 

seg, anelamento a 50°C por 15 seg e extensão a 60°C por 4min, sendo esta 

reação com duração de 3 horas aproximadamente. 

Após as reações de sequenciamento, as amostras eram submetidas a 

uma purificação com etanol, de acordo com o protocolo do seqüenciador 3100 

da Applied Biosystems, com algumas alterações. Primeiramente, foi adicionado 

80 µL de etanol 80% em cada tubo com a amostra e depois foi pipetado todo o 

volume (90 µL) para uma placa de 96 poços. Em seguida, a placa foi selada, 

protegida da luz, deixada em temperatura ambiente por 15 min e então 

centrifugada a 4000 rpm por 45 min. O sobrenadante foi descartado por 

inversão da placa em papel absorvente, a placa foi submetida a um spin (breve 

centrifugação) e então foi adicionado 100 µL de etanol 70% em cada poço 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 adição de 10 µL 

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 desnaturação. 

A etapa de sequenciamento foi realizada no sequenciador automático de 

DNA ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). Para análise 

dos dados obtidos, cada sequência foi observada individualmente, inclusive, 

cada base/nucleotídeo. Primeiramente foram analisados os eletroferogramas 

com o auxílio do Chromas lite, onde há a possibilidade de verificação manual 
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da seqüência, quando necessário, pois nem sempre o seqüenciador oferece 

uma perfeita identificação das bases marcadas.  

Depois de verificada a qualidade das sequências, foi utilizado o 

programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, T.A.  1999) que permite a 

obtenção de uma seqüência consenso para cada primer F e R, e depois a 

montagem das sequências parciais ou contigs de cada indivíduo sequenciado. 

Após a obtenção dos contigs, as sequências estão prontas para serem 

trabalhadas. Sendo assim, para confirmar a identidade individual das 

sequências, verificando se as amostras obtidas de 16S e COI correspondiam 

realmente à 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 Extração de RNA 

O RNA total foi extraído do músculo do primeiro segmento abdominal do 

camarão, amostra também utilizada para a extração de DNA, usando o 

reagente TRIZOL® Reagent (Invitrogen Life Technologies), seguindo o 

protocolo descrito pelo fabricante, que é uma metodologia aperfeiçoada do 

método desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987). 

O procedimento teve algumas modificações, sendo que a etapa inicial da 

extração já foi descrita anteriormente (item 4.2.3), desde a digestão do tecido 

até a separação da solução em fase aquosa e orgânica, promovida pela adição 

de clorofórmio, apresentando a amostra com três camadas, estando a superior 

com RNA.  
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Após a transferência da fase superior para um novo tubo de 2mL, o RNA 

foi precipitado com a adição de 500 µL de álcool isopropílico, homogeneizado 

cuidadosamente e as amostras ficaram incubadas a temperatura ambiente por 

10 min, para então serem centrifugadas a 1200 g/ 5 min/ 4°C. O RNA ficou 

precipitado no fundo do tubo, embora às vezes ficasse invisível. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75%, 

centrifugado a 7500 g/ 5min/ 4°C. Após 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 µL de água tratada com DEPC 0,01% 

(dietilpirocarboneto).      

Imediatamente após o isolamento do RNA, as concentrações foram 

estimadas por espectrofotometria com medidas de absorbância a 260/280 nm e 

1µL 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 utilização. 

 

4.2.6.2 Síntese de cDNA 

A reação de transcriptase reversa do RNA total extraído do camarão foi 

processada utilizando o Superscript first strand cDNA Synthesis (Invitrogen) de 

acordo com as recomendações do fabricante. Em um tubo de 0,2 mL, foi 

adicionado 1µL de RNA, 1 µL de 10 mM dNTP mix, 1µL de Oligo (dT)12-18 

(0,5mg/µL), água DEPC até completar 10 µL, seguido por incubação a 65°C 

por 5 min e então colocada no gelo por 1 min.  

Posteriormente, foi adicionado 2 µL de tampão 10X RT, 4 µL de 25 mM 

MgCl2 , 2 µL de 10 mM DTT e 1 µL de RNaseOUT Recombinant RNase 
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Inhibitor. Essa mistura foi incubada a 42°C por 2 min, logo depois foi 

adicionado 1µL (50 U) de Superscript II RT e incubado a 42°C por 50 min. Para 

finalizar a reação, prosseguiu-se a incubação a 70°C por 15 min e então as 

amostras foram levadas ao gelo e estocadas em -20°C até futura utilização 

para a amplificação do fragmento alvo.    

  

4.2.6.3 Amplificação 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 seqüências de interesse; alinhamento delas e determinação do 

consenso; seleção da região consenso mais conservada; síntese e teste dos 

primers (GARCÊS; LIMA, 2004).  

Com o intuito de obter primers adequados para o trabalho, foram 

desenhados iniciadores com base na busca e análise de seqüências 

nucleotídicas do mRNA de beta-actina e miosina de cadeia pesada de 

organismos modelos e camarões, depositadas, até o momento, no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  As seqüências obtidas de várias espécies para 

cada gene de interesse (beta-actina e miosina de cadeia pesada) foram 

coletadas para em seguida serem submetidas à alinhamento apropriado 

(Tabelas 3 e 4). 
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Tabela 3 – Espécies utilizadas para desenhar os primers de beta-actina. 
Sequências obtidas do GenBank com suas respectivas identificações (N. de 
acesso) e o tamanho de cada seqüência. 
 

Espécies N. de acesso no 
GenBank 

Tamanho das 
Sequências Fonte 

Litopenaeus vannamei AF300705 1320 bp Sun et al., 
2007 

Fenneropenaeus chinensis DQ205426 1358 bp Zhang et al., 
2006 

Penaeus monodon EF087977 1134 bp Qiu et al., 
2008 

Macrobrachium rosenbergii AY626840 1281 bp Zhu et al., 
2005 

Artemia franciscana AJ269584 1148 bp Saez et al, 
2000 

Homarus gammarus AJ581663 1264 bp 
Hauton, 

Hammond, 
Smith, 2005

Drosophila melanogaster AB003910 4755 bp Okamoto et 
al., 1986  

Homo sapiens NM_001101 1793 bp Rinne et al., 
2008 

 

 
Tabela 4 – Espécies utilizadas para desenhar os primers de miosina de cadeia 
pesada. Sequências obtidas do GenBank com suas respectivas identificações 
(N. de acesso) e o tamanho de cada seqüência. 
 

Espécies N. de acesso no 
GenBank 

Tamanho das 
sequências 

Referência 
Bibliográfica

Artemia franciscana DQ448227 577 bp 
Acesso 

direto no 
GenBank 

Farfantepenaeus 
paulensis  DQ115397 842 bp Kamimura 

et al., 2005

Homarus americanus HAU03091 1529 bp 
Acesso 

direto no 
GenBank 

Homo sapiens NM_014981 7074 bp Desjardins 
et al, 2002 

Drosophila melanogaster X60196 2760 bp Kronert et 
al, 1991 
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As análises comparativas entre as várias seqüências, foram realizadas 

com o auxílio 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 próximos às 

extremidades. 

A viabilidade dos primers candidatos para beta-actina e miosina de 

cadeia pesada foi analisada a partir da submissão individual das regiões 

conservadas no software OligoAnalyzer 

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

 

 

Figura 6 – Página de apresentação do software Oligoanalyzer. Nesta figura 
está o resultado da primeira análise de uma seqüência de oligonucleotídeos 
candidato à primer de beta-actina, apresentando um bom conteúdo GC de 70% 
e a temperatura melt ideal de 62,9°C. Os principais parâmetros observados 
ainda são Hairpin e Self-dimer.  

 

A presença de estruturas secundárias nos primers, produzidas por 

interações intermoleculares (self-dimer) ou intramoleculares (hairpin) podem 
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afetar a temperatura de anelamento e consequentemente a amplificação, 

reduzindo a disponibilidade de primers para a reação (Figura 7). Por esse 

motivo, as principais estruturas que devem ser evitadas são hairpin (interação 

dentro do primer) e self-dimer (interações entre dois primers no mesmo 

sentido) (BURPO, 2001; RYCHLIK, 1990). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Figura representativa de exemplo de ocorrência de hairpin. Hairpin 
com uma seqüência de oligonucleotídeos aleatória (GGC GGT ATG ATC CCG 
CTA GTT AC) (Fonte: BIO450 Primer Design Tutorial, 2006) 
 

 

 De posse dessas informações, foram escolhidos os oligonucleotídeos 

que apresentaram melhores características: 30-70% de conteúdo GC, reduzida 

formação de dímeros e hairpins (regiões de auto anelamento) e temperatura de 

melting (Tm) por volta de 60 ºC. Então, as seqüências dos primers foram 

encaminhadas para síntese em laboratório comercial e adquiridas para serem 

utilizadas posteriormente.  

 

b) Reação de PCR 

   A reação de PCR foi realizada com a utilização dos primers 

específicos desenhados para beta-actina e miosina de cadeia pesada, etapa 

anteriormente explicada. Para uma reação de PCR com volume final de 10 µl, o 
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mix continha 200 µM de cada dNTP, tampão 1X (10 mM Tris-HCl pH 8,4) 1,5 

mM MgCl2, 0,4 µM de cada primer (armazenados numa concentração 10 

pM/µL), 1U de PlatinumTaq DNA Polymerase e 1µL de cDNA. Da mesma 

maneira quando na amplificação de 16S e COI, também foi utilizada amostra 

de DNA de L. vannamei como controle positivo. 

Para a amplificação 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/50ºC, 1 

min/72°C e um ciclo de extensão final de 5 min/72°C. Já para amplificação de 

miosina, foram seguidos os mesmo ciclos, mudando apenas a temperatura de 

anelamento que foi de 56°C. 

Para analisar a qualidade das amplificações obtidas, ao término da 

termociclagem, alíquotas de 2µL de cada amplicon foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1%, com 1µL de brometo de etídio e foram 

visualizados em transluminador UV (FBTI 88, FisherBiotec). A quantificação 

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 seqüenciadas conforme descrito no item 4.2.5, ou 

seja, baseando-se nas etapas de reação de sequenciamento, purificação dos 

amplicons e leitura no ABI 3100. 

De acordo com as instruções do fabricante do seqüenciador, foi 

estipulada a utilização de 10 ng do amplicon de beta-actina e miosina, já que o 

tamanho dos fragmentos amplificados estava na faixa entre 100 e 1000pb 

(pares de base). 
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A reação 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 

reação de sequenciamento com um volume final de 10µL continha 1µL de 

BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems®); 1,5 X de Tampão Save $$; 0,2 pmol de primers (Foward ou 

Reverse); 10 ng de produto da PCR e água milliQ, para completar o volume 

final da reação.  

O programa de termociclagem, de acordo com o protocolo do fabricante, 

consistia de 1 ciclo 96°C por 1 min, 30 ciclos de desnaturação a 96°C por 15 

seg, anelamento a 50°C por 15 seg e extensão a 60°C por 4min. 

 Finalizada a reação de sequenciamento, as amostras foram submetidas 

a uma purificação com etanol, de acordo com o protocolo do seqüenciador 

3100 da Applied Biosystems, com algumas alterações, que consistiram em: 

adição de 80 µL de etanol 80% em cada amostra; repouso em temperatura 

ambiente por 15 min; centrifugação a 4000 rpm/ 45 min; descarte do 

sobrenadante; adição de 100 µL de etanol 70%; centrifugação 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 µL de formamida 

Hidi, vortexadas, centrifugadas, desnaturadas a 95°C/ 2 min e deixadas em 

contato com gelo durante 1 min, promovendo a desnaturação. Então, as 

amostras foram levadas ao sequenciador automático de DNA ABI Prism® 3100 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). 
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4.2.6.5 Análise das sequências por ferramentas de bioinformática 

As sequências obtidas foram analisadas com o auxílio 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 obtenção dos contigs das amostras de beta-actina e miosina de 

cadeia pesada, foi realizada a comparação de todas as amostras 

correspondentes a cada gene, através de alinhamento delas, obtendo, assim, 

as sequências consensos para cada referido gene.  

Posteriormente, para confirmar a identidade das sequências, verificando 

se as amostras obtidas de cada gene correspondiam ao esperado, cada 

amostra foi submetida ao BLAST (ALTSCHUL et al, 1997). 

Com a confirmação 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 distância evolutiva entre as espécies. 

Juntamente com a seqüência de beta-actina de F. subtilis obtida neste 

trabalho, foram alinhadas as seqüências 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 nível de similaridade entre 

seqüências genéticas para miosina de cadeia pesada de espécies diferentes, 

além da seqüência de F. subtilis isolada neste trabalho, foram utilizadas as 

seguintes seqüências 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 DISCUSSÕES 

  

5.1 Identificação da espécie F. subtilis  

 

A análise da coleta de 50 (cinqüenta) espécimes de camarões realizada 

no estuário do rio Pacoti, mostrou que foram encontrados exemplares de três 

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 

indivíduos coletados.  

A presença de L. vannamei indica o provável escape de camarões desta 

espécie de alguma fazenda de carcinicultura da região. Essa introdução 

involuntária de espécies exóticas em ambientes estuarinos brasileiros já foi 

observada anteriormente em outros trabalhos, tendo como causa a instalação 

de fazendas de cultivo de camarões, podendo provocar sérios problemas que 

comprometem a integridade e sobrevivência das espécies nativas (SANTOS et 

al, 2004). 

Em ambientes estuarinos e costeiros do Brasil, foi observado por Amaral 

e Jablonski (2005) a diminuição dos estoques de espécies nativas e alterações 

no tamanho das populações, e conseqüente redução da biodiversidade natural. 

Isso já levou muitas espécies de camarões nativos ao estado de sobrepesca, 

inclusive, segundo o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis) a espécie alvo do trabalho F. subtilis encontra-

se comprometida, com elevado grau de exploração (SANTOS; CÂMARA, 

2002).  
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A ocorrência de espécies exóticas provavelmente colabora para essa 

redução, aliado a outros fatores como aumento do esforço de pesca e o 

aumento desordenado das indústrias pesqueiras (D’INCAO 1991; VALENTINI 

et al., 1991).  

Como resultado da identificação morfológica e anatômica realizada, os 

30 camarões da espécie F. subtilis identificados no trabalho eram juvenis, com 

peso médio de 3,0 g, o que atrapalhou um pouco na identificação. Entretanto, 

essa dificuldade foi atenuada pela presença de exemplares de F. brasiliensis 

cedidos pelo LABOMAR, permitindo que as comparações pudessem ser 

realizadas (Figura 8). 

                

Figura 8 – (A) Camarão F. subtilis capturado do Rio Pacoti, ainda fresco e (B) 
F. brasiliensis cedido pelo LABOMAR, conservado em álcool. Os sulcos 
adostrais estão indicados por setas, mostrando que o indivíduo A possui 
afunilamento na espessura do sulco, enquanto que no indíviduo B o sulco 
permaneça com a mesma espessura ao longo do comprimento. 

A B

Sulcos 
adostrais 
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Na identificação molecular, como resultado da amplificação por PCR do 

gene COI 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 satisfatório, levando em consideração 

que o tamanho dos fragmentos obtidos estava de acordo com o esperado, ou 

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

 

Figura 9 – Amplicons de COI e 16S visualizados em gel de agarose 1% com 
brometo de etídeo 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 COI com 600pb e a banda 
correspondente à 16S por volta de 500pb. A banda 1 apresenta-se mais 
brilhante, ou seja, mais concentrada por possuir uma maior concentração de 
cDNA do que nas outras amostras. 
 

No Genbank/NCBI, comparando-se as sequências de COI existentes 

para os camarões peneídeos F. subtilis, F.paulensis, F. brasiliensis, P. 

600pb 

 500pb 
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monodon, M. japonicus, F. chinensis e L. vannamei, o tamanho das sequências 

varia de 504 a 850pb. Já para o 16S, varia de 466 a 532pb, entre as mesmas 

espécies citadas acima, sendo todas essas sequências parciais. Dessa 

maneira, nota-se que o resultado obtido neste trabalho está de acordo com o 

encontrado na literatura para camarões peneídeos (Tabela 5).  

 
 
Tabela 5 – Sequências dos genes COI para as principais espécies de 
camarões peneídeos encontradas no GenBank e as obtidas no presente 
trabalho. Esta tabela apresenta as espécies com seu respectivo número de 
acesso e tamanho dos fragmentos em pares de bases, observando-se que o 
tamanho da seqüência obtida no trabalho está de acordo com o esperado. 

(*) são as amostras provenientes desse trabalho. 
 
 

Genes Espécies 

N. de 

acesso 

no GenBank

Tamanho das 

sequências 
Fonte 

F. subtilis 

(COI)* 

- 590 pb - 

F. subtilis AF248556 558 pb Gusmão et al., 2000

F. paulensis AF248554 558 pb Gusmão et al., 2000

F.brasiliensis AF248560 558 pb Gusmão et al., 2000

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 

 

 

 

 

 

COI 

L. vannamei AY781297 709 pb Acesso direto no 
GenBank 

 
 
 
 
 
 
Tabela 6 – Sequências dos genes 16S para as principais espécies de 
camarões peneídeos encontradas no GenBank e as obtidas no presente 
trabalho. Esta tabela apresenta as espécies com seu respectivo número de 
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acesso e tamanho dos fragmentos em pares de bases, observando-se que o 
tamanho da seqüência obtida no trabalho está de acordo com o esperado. 

(*) são as amostras provenientes desse trabalho. 
 

Genes Espécies 
N. de acesso 

no GenBank 

Tamanho das 

sequências Fonte 

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 
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 

16S 

L. vannamei AY344192 530pb Acesso direto no 
GenBank 

 

Foram obtidos amplicons de várias concentrações, mas, para a reação 

de sequenciamento, foi necessário padronizar as concentrações para que 

todos os amplicons tivessem 10ng, sendo necessário, às vezes, realizar 

algumas diluições. 

Após análise dos eletroferogramas produzidos pelo sequenciamento e 

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

consenso para cada gene com 654pb para COI e 536pb para 16S. Em relação 

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

16S (Figura 10). Com a submissão das sequências de todas as amostras de 

COI e 16S ao programa BLAST, foi obtida a confirmação da espécie, devido à 

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

(Figuras 11 e 12). 
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(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

Figura 10 – Eletroferogramas parciais referentes ao sequenciamento de DNA 
mitocondrial do F. subtilis: (A) COI e (B) 16S. Os cromatrogramas mostram 
trechos de seqüência destacando a posição entre 110 a 170pb para o COI e a 
posição entre 120 e 170 pb para 16S. 
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Figura 11 – Resultado do melhor hit I obtido em um BLAST feito com a 
seqüência Query de COI obtida neste trabalho. A linha Sbject (AY135193) 
apresenta 99% de similaridade com a seqüência Query aqui relatada. 

 

 

Figura 12 – Resultado do melhor hit I obtido em um BLAST feito com a 
seqüência Query de 16S obtida neste trabalho. A linha Sbject (AY344193) 
apresenta 99% de similaridade com a seqüência Query aqui relatada. 
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Confirmada a espécie através do BLAST, as seqüências foram 

submetidas à análise comparativa dos respectivos nucleotídeos com as 

seqüências desses genes de F. subtilis depositadas no Genbank/NCBI, com o 

auxílio da ferramenta de alinhamento múltiplo 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 não existir primers específicos referentes aos genes 

de beta-actina e miosina para F. subtilis, foi realizado o desenho desses 

iniciadores, com o auxílio de ferramentas da bioinformática, para possibilitar a 

amplificação desses genes na reação de PCR. É importante destacar que a 

escolha adequada de primers é um fator que influencia diretamente a qualidade 

da PCR e prejuízos consideráveis ocorrem quando são empregados 

indevidamente, acarretando resultados inespecíficos, perda de reagentes 

químicos e horas de trabalho desperdiçadas (RYCHLIK, 1993).  

Como resultados da busca por seqüências no banco de dados, foram 

encontrados genes de beta-actina e miosina para diversas espécies de 

animais, dentre elas, camarões, outros crustáceos, a mosca Drosophila 

melanogaster e para o homem, Homo sapiens.  

Para o gene da beta-actina foram utilizadas 8 (oito) seqüências das 

espécies a seguir, com suas respectivas identificações 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). 

Já para miosina, devido a escassez de sequências desse gene no banco 

de dados, principalmente para camarões, incluindo L. vannamei e F. chinensis, 

que são espécies de grande importância, outras espécies foram utilizadas, a 

saber: A. franciscana (DQ448227); Farfantepenaeus paulensis (DQ115397); H. 

americanus (HAU03091), H. sapiens (NM_014981) e D. melanogaster ( 

X60196). Vale ressaltar que todas as seqüências de miosina utilizadas foram 

para o gene da miosina de cadeia pesada, tendo em vista que, para miosina de 

cadeia leve, existiam ainda menos sequências descritas no GenBank.  

Os resultados das análises comparativas entre as sequências de beta-

actina e miosina, pela utilização do Clustal W, foram baseados em seqüências 

completas e parciais disponíveis no GenBank e possibilitaram analisar 

semelhanças dos genes encontrados entre os organismos. 

Entre as sequências de beta-actina comparadas, foi possível observar 

regiões que apresentavam alta similaridade, ou seja, regiões conservadas com 

potencial para serem utilizadas como primers. Após a análise dessas regiões 

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 à ausência de regiões conservadas significativas, ou seja, com 

tamanho de 20 pb, que seria aconselhável para desenhar um primer, e de 

sequências completas, não foi possível a construção de primers para miosina 

de acordo com o pressuposto. Sendo assim, esses iniciadores foram 

desenhados a partir da análise de regiões promissoras de uma única 
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sequência de miosina de cadeia pesada do F. paulensis (DQ115397) com o 

programa comumente utilizado para construção de primers, PrimerQuestSM 

(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 utilização de ferramentas de bioinformática para o desenho de primers 

é de grande valia para pesquisas em biologia molecular, sendo o passo chave 

para uma reação bem sucedida de PCR (GARCÊS; LIMA, 2004; SAMBROOK, 

2001). Como foi observado neste trabalho, é um procedimento relativamente 

simples, levando um pouco mais de tempo somente na etapa de buscas de 

sequências de qualidade no banco de dados de interesse. Mas pela 

disponibilidade de excelentes programas gratuitos na Internet, o trabalho de 

construção de primers tornou-se mais fácil e com resultados consistentes, 

fazendo com que seu uso possa ser implementado de maneira rápida, 

economizando tempo e recursos. 

 

5.2.2 Reação de RT-PCR 

A utilização de RT-PCR com os primers desenhados permitiu a 

amplificação dos fragmentos de beta-actina e miosina de cadeia pesada de F. 

subtilis bastante satisfatória. Amplicons de aproximadamente 1000pb para 

beta-actina e 600pb para miosina foram obtidos. Em relação aos controles 

positivos, foram amplificados fragmentos de 950pb para beta-actina e 690pb 

para miosina (Figura 13).   
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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 indicação do tamanho do marcador (850pb), das bandas para beta-
actina (1000pb) e as bandas para miosina (600pb). 

 

A justificativa para a utilização de RT-PCR foi devido ao fato desta 

técnica apresentar maior sensibilidade para a detecção e quantificação de 

sequências raras do RNAm, sendo assim, com esse processo de transcrição 

reversa, em que o RNA é transcrito em DNA, a probabilidade de identificação 

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 

padrões de expressão de genes em diferentes estágios de desenvolvimento, 

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

para comparar os níveis de expressão de mRNA em ubiquitina, proteína heat 

1000pb 

600pb 
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shock 70 (Hsp 70) com as proteínas musculares alpha-actina e beta-actina em 

L. vannamei, em estágios distintos do ciclo de muda. Foi observado que as 

estruturas musculares de actina aumentam durante o estágio de intermuda e 

pré-muda, sugerindo que há um crescimento maior do músculo abdominal do 

camarão durante esses estágios.  

O isolamento de genes de actina, e suas isoformas, a partir do cDNA de 

camarões já 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 à escassez de sequências de genes 

para camarões, em alguns trabalhos é comum observar a utilização 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 identificação de genes, a técnica de 

RT-PCR é muito útil para verificar a expressão de genes em diferentes tecidos 

ou diferentes estágios de desenvolvimento, o que não foi o objetivo do estudo 

em questão, 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 após análise dos 

eletroferogramas para cada gene, os fragmentos seqüenciados 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 análise visual dos fragmentos, 

geralmente, o começo e o final de cada seqüência observada, que corresponde 

a aproximadamente 100 nucleotídeos ao todo, são descartados, pois não 
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possuem uma boa qualidade, apresentando picos muito baixos, indefinidos e 

com ruídos.  

De acordo com o tamanho das seqüências esperadas a partir dos 

primers desenhados, os fragmentos seqüenciados tinham tamanhos 

compatíveis, tendo em vista que para beta-actina o tamanho delimitava uma 

região de 915pb e de 630pb para miosina. É importante mencionar que o 

tamanho desses fragmentos foi menor do que os estimados pelo PCR, pois, 

geralmente, o começo e o final de cada seqüência observada no sequenciador, 

que corresponde a aproximadamente 100 nucleotídeos ao todo, são 

descartados, pois não possuem uma boa qualidade, apresentando picos muito 

baixos, indefinidos e com ruídos.  

Dentre as sequências completas de beta-actina já depositadas no 

GenBank, estão as do Fenneropenaeus chinensis (1358pb), L. vannamei 

(1320pb), P. monodon (1134pb) e Macrobrachium rosenbergii (1281pb). Não 

foi encontrada nenhuma seqüência de beta-actina para espécies de camarões 

nativos do Brasil, até o momento da realização 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) 

 

(B) 

 

Figura 14: Ilustração 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 gráfica com 
visualização de picos e posições das bases. Pode-se observar uma boa 
qualidade das sequências geradas, pela definição dos picos obtidos, que estão 
agudos, com afastamento uniforme e sem sobreposição.  
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5.2.4 Análise das sequências por ferramentas de bioinformática 

  

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 são mostradas as identificações das sequências similares, com a 

identidade máxima (Max. ident.) encontrada entre elas e a seqüência query 

(Figura 15). 

Pode-se observar que para a beta-actina de F. subtilis, foi obtido um 

alinhamento bastante significativo devido à obtenção de uma alta similaridade 

de 93% em comparação 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 seqüência de entrada (query) e a seqüência 

encontrada tenha sido ao acaso. Da mesma maneira, também foi obtido um 

alinhamento significativo para miosina de cadeia pesada de F. subtilis, com a 

presença de e-value zero e uma alta similaridade de 88% com F. paulensis 

(DQ115397). 
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(A)

 

(B) 

 

Figura 15 – Resultados das análises de BLAST mostrando alta similaridade das 
regiões seqüenciadas neste trabalho: (A) beta-actina e (B) miosina de cadeia 
pesada. Note-se o número de acesso que aparece no topo de cada quadro, 
mostrando a descrição da seqüência mais similar, com: A) e-value (0,0) e 
Máxima Identidade (93%); B)e-value (0,0) e Máxima Identidade (88%). 
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Os alinhamentos múltiplos entre espécies diferentes realizados através 

do ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON; HIGGINS; 

GIBSON,1994) foram mais satisfatórios para beta-actina do que para miosina 

de cadeia pesada, devido ao número reduzido de seqüências de miosina, 

assim como à escassez de seqüências completas. 

Foram observadas divergências nucleotídicas no resultado do 

alinhamento gerado entre a sequência de beta-actina obtida no presente 

trabalho e as outras depositadas no GenBank, a saber: P. monodon 

(EF087977); M. rosenbergii (AY626840); L. vannamei (AF300705); F. chinensis 

(DQ205426); H. sapiens (NM_001101) e H. gammarus (AJ581663) (Figura 16). 

Além do alinhamento propriamente dito, há ainda a possibilidade de 

verificar o resultado do ClustalW através da visualização do arquivo Jalview 

(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,1994), no qual é possível a observação da 

conservação das regiões resultantes do alinhamento, bem como da qualidade 

destas através de diagramas de barras, onde cada nucleotídeo possui uma 

coloração diferenciada: Adenina (azul); Guanina (laranja); Citosina (rosa); 

Timina (verde). Se ocorrer similaridade entre os nucleotídeos, há formação de 

uma barra preta completa, se não ocorre, a barra não fica completamente preta 

(Figura 17). 

A utilização de programas que realizam alinhamentos múltiplos vem sido 

comumente empregada em trabalhos com isolamento e caracterização de 

genes (UNAJAK, BOONSAENG, JITRAPAKDEE, 2006), identificação de 

expressão de genes (DHAR et al., 2003) e análise comparativa entre genes 

(RICHARDS et al, 2005; NETO, 2006). 
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bac-vann          ACTTTCTACAACGAGCTCCGCGTGGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTGCTGACCGAGGCT 60 
bac_fenn          ACCTTCTACAACGAGCTCCGCGTGGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTGCTGACCGAGGCT 60 
bac-homo          ACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCC 60 
bac-homarus       ACTTTCTACAATGAACTGCGTGTTGCCCCAGAGGAGCACCCCGTCCTGTTGACAGAGGCT 60 
bac-rose          ACCTTCTACAATGAACTTCGTGTTGCCCCTGAAGAGCACCCCGTCCTCCTGACGGAGGCT 60 
bac-subtilis      AGAAACTACAATGANCTCCGTGTTGCCCCTGAGGAGTCCCCCACACTTCTCACTGAGGCT 60 
bac-mono          ACCTTCTACAATGAACTCCGTGTTGCCCCTGAGGAGTCCCCCACACTTCTCACTGAGGCT 60 
                  *    ****** ** ** ** ** ** ** ** ***  ****   **  * ** *****  
 
bac-vann          CCCCTCAACCCCAAGGCTAACCGCGAGAAGATGACACAGATCATGTTCG-AGACCTTCAA 119 
bac_fenn          CCCCTCAACCCCAAGGCTAACCGCGAGAAGATGACACAGATCATGTTCG-AGACGTTCAA 119 
bac-homo          CCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTG-AGACCTTCAA 119 
bac-homarus       CCCCTCAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGACCCAAATTATGTTCG-AAACATTCAA 119 
bac-rose          CCCCTGAACCCAAAGGCCAACAGGGAAAAGATGACCCAGATCATGTTCG-AGACCTTCAA 119 
bac-subtilis      CCCCTNAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACTCAGATCATGTTCGGAGTCCTTNCA 120 
bac-mono          CCCCTCAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACTCAGATCATGTTCG-AGTCCTTCCA 119 
                  ***** ***** ***** *** * ** ******** ** ** ***** * *  * **  * 
 
bac-vann          CACC--CCCGCCATGT-ACGTGGCCATCCAGG-CCGTGC-TGTCCCTGTACGCCTCC--G 172 
bac_fenn          CACC--CCCGCCATGT-ACGTGGCCATCCAGG-CCGTGC-TGTCCCTGTACGCCTCC--G 172 
bac-homo          CACC--CCAGCCATGT-ACGTTGCTATCCAGG-CTGTGC-TATCCCTGTACGCCTCT--G 172 
bac-homarus       CACT--CCCGCCATGT-ACGTCGCTATCCAGG-CTGTGC-TCTCCCTGTACGCTTCC--G 172 
bac-rose          CACC--CCAGCCATGT-ACGTGGCTATCCAGG-CCGTGC-TCTCCCTGTACGCTTCC--G 172 
bac-subtilis      CGGTACCCNGCCACCTTATGTTACCATCCAGGGCTGTCCCTGTCCCTGTACGCCCTCTGG 180 
bac-mono          -GGT-CCCTGCCACCT-ATGTTACTATCCAAG-CTGTGC-TGTCTCTGTACGCCTC--AG 172 
                        ** ****  * * **  * ***** * * ** * * ** ********      * 
 
bac-vann          GCCGTACCACCGG--TATCGTGCTCGACTCC-GGCGACGG-CGTGTCCCA--CACCGTGC 226 
bac_fenn          GCCGTACCACCGG--CATCGTGCTGGACTCC-GGCGACGG-CGTGTCCCA--CACCGTGC 226 
bac-homo          GCCGTACCACTGG--CATCGTGATGGACTCC-GGTGACGG-GGTCACCCA--CACTGTGC 226 
bac-homarus       GCCGTACCACCGG--TATTGTCTTGGACTCT-GGTGATGG-CGTGTCACA--CACTGTTC 226 
bac-rose          GTCGTACCACAGG--TATCGTGCTCGACTCT-GGAGATGG-CGTCTCCCA--CACTGTGC 226 
bac-subtilis      TTCGTACCACCNGGTGANGGTTTGGGACTNCCGGTGATGGGTGTGACTCCACNTTCGTCC 240 
bac-mono          GTCGTACTACCGG-TGAAG-TTTGCGACTCT-GGTGATGG-TGTGACTCA--CTTTGTCC 226 
                    ***** **  *   *   *    ****   ** ** **  **  * *       ** * 
bac-vann          CCATCTACGAGGGATATGCCCTGCCC--CACG-CCATCCTGCG-TCTGGACTT-GGCCGG 281 
bac_fenn          CCATCTACGAGGGCTACGCCCTGCCC--CACG-CCATCCTGCG-TCTGGACTT-GGCCGG 281 
bac-homo          CCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCC--CATG-CCATCCTGCG-TCTGGACCT-GGCTGG 281 
bac-homarus       CTATCTACGAGGGATACGCCCTTCCC--CATG-CTATCCTGCG-TCTGGACTT-GGCTGG 281 
bac-rose          CCATCTACGAGGGGTATGCACTTCCT--CATG-CCATCCTCCG-TCTGGATTT-GGCAGG 281 
bac-subtilis      CCGTATATGAAGGTTTCGCTCTTNCCTCCATGGCTATCCTTCNGTCTCGACTTTGGCCGG 300 
bac-mono          CCGTCTATGAAGGTTTCGCTCTTCCT--CATG-CTATCCTTCG-TCTCGACTT-GGCTGG 281 
                  *  * ** ** ** *  ** **  *   ** * * ***** *  *** **  * *** ** 
 
bac-vann          CCGCGACCTCACAG-ACTACCTGATGAAGATCCTGACGGAGCGTGGCTACACCTTCACGA 340 
bac_fenn          TCGCGACCTCACAG-ACTACCTGATGAAGATCCTGACCGAGCGTGGCTACACCTTCACGA 340 
bac-homo          CCGGGACCTGACTG-ACTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCA 340 
bac-homarus       ACGTGACCTTACTG-ACTACCTGATGAAGATCCTGACTGAGCGTGGCTACACCTTCACTA 340 
bac-rose          TCGTGACTTGACCG-ATTACCTCATGAAGATCCTGACCGAACGTGGCTACACCTTCACGA 340 
bac-subtilis      TCGTGACCTGACCCCACTACCTGATGAAGATCATGACTGAGCGTGGCTACTCCTTCACCA 360 
bac-mono          TCGTGACCTTACCC-ACTACTTGATGAAGATCATGACTGAACGTGGCTATTCTTTCACCA 340 
                   ** *** * **   * *** * ********* * ** ** ** *****    ***** * 
 
bac-vann          CCACCGCCGAGCGAGAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAACTGTGCTACGTGGCCCTGG 400 
bac_fenn          CCACCGCCGAGCGAGAAATCGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTGGCGCTGG 400 
bac-homo          CCACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGG 400 
bac-homarus       CCACTGCTGAGCGAGAAATCGTTCGTGACATTAAGGAAAAGTTGTGCTATGTTGCCCTCG 400 
bac-rose          CCACCGCCGAGCGAGAAATCGTGCGTGACATCAAGGAAAAGCTCTGCTACGTCGCATTGG 400 
bac-subtilis      CCACCGCTGAACGTGAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAGCTTTGCTACATCGCCCTTG 420 
bac-mono          CCACCGCTGAACGTGAAATCGTTCGTGACATCAAGGAGAAACTTTGCTACATCGCCCTTG 400 
                  **** ** ** ** ******** ******** ***** **  * *****  * **  * * 
 
bac-vann          ACTTCGAGCAGGAGATGACCACCGCTGCTTCCTCCTCCTCGCTGGAGAAGTCCTACGAGC 460 
bac_fenn          ACTTCGAGCAGGAGATGACCACCGCTGCTTCCTCCTCCTCGCTGGAGAAGTCCTACGAGC 460 
bac-homo          ACTTCGAGCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGC 460 
bac-homarus       ACTTCGAGCAGGAAATGACCACTGCTGCGTCGTCCTCCTCCCTAGAGAAGTCCTACGAAC 460 
bac-rose          ACTTCGAGCAGGAGATGACCACTGCCGCCTCCTCCTCTTCCCTGGAGAAGTCGTACGAGC 460 
bac-subtilis      ACTTCGAGAGTGAGATGAACGTTGCTGCTGCTTCCTCATCCCTGGAAAAGTCCTATGAAC 480 
bac-mono          ACTTCGAGAGCGAGATGAACGTTGCTGCTGCTTCCTCTTCCATTGATAAGTCCTATGAGC 460 
                  ********   ** ***  *   ** **  *   *** **  * ** ***   ** ** * 
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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 
                  * ** ***** ** ** ******** ** ** *** * *** * **  * ***** ** * 
 
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 
                  ******* ** *** * ** ***** **    ** ** ** ** **      **  ** * 
 
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 
                  ****** *** *** * ** *** * ** ** ****  ** ****  **  **** *  * 
 
bac-vann          GCACCACCATGTACCCTGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAAATCACTGCCCTCGCTC 700 
bac_fenn          GCACCACCATGTACCCTGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTCGCAC 700 
bac-homo          GCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTGGCAC 700 
bac-homarus       GCACCACCATGTACCCAGGAATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAAATCACTGCCCTGGCGC 700 
bac-rose          GCACCACCATGTACCCAGGAATCGCTGACAGAATGCAGAAGGAAATCACTGCCCTGGCAC 700 
bac-subtilis      GTACCACCATGTACCCTGGTATTGCTGACCGCATGCAAAAGGAAATCACTGCTCTGGCTC 720 
bac-mono          GTACCACCATGTATCCTGGCATTGCTGACCGCATGCAGAAGGAAATCACTGCCCTTGCTC 700 
                  * *********** ** ** ** ** *** * ***** ***** ******** ** ** * 
 
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 
                  *   *** ** ******** ***** ** ** *      * ** ***** 

 

Figura 16 – Alinhamento das sequências de cDNA para beta-actina do 
camarão 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 símbolo * refere-se às posições conservadas entre 
as sete sequências das espécies. 
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Figura 17: Representação JalView do ClustalW para beta-actina. Na parte 
superior da figura está o alinhamento com cores diferenciadas para cada 
nucleotídeo e na parte inferior, a seqüência consenso obtida no alinhamento, 
onde cada coluna apresentando região conservada está 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 divergências nucleotídicas 

encontradas a menor similaridade em relação à sequência de F. subtilis com H. 

sapiens obteve uma porcentagem relativamente alta de 76%. Em relação aos 

níveis 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 múltiplo 
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 (número 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 nível de similaridade entre a seqüência de 

miosina de cadeia pesada de F. subtilis isolada neste trabalho através do 

alinhamento múltiplo com outras de espécies diferentes foram utilizadas as 

seguintes seqüências já 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 não foi muito significante em comparação com o alinhamento para 

beta-actina, apresentando muitas divergências nucleotídicas, ou seja, índices 

de similaridades muito baixos, provavelmente devido a reduzida quantidade de 

seqüências para miosina no GenBank, embora saiba-se que muitas das 

espécies aqui estudadas são efetivamente aparentadas (Figura 19). 
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mio_sub          AACATGGAAGGACGCATTCGTGAACTCGAGTCTGCGCTGGATGAAGAGACCCGTCGTCAC 381 
mio_paul         GATCTTGAAGCTCGCATTCGCGAACTGGAGGCTTCCCTGGACGATGAGACCCGTCGTCAC 538 
mio_art          AAACTTGAACAGAGAGTTCGCGAACTTGAACAAGAACTTGACGGTGAACAGCGCCGACAT 69 
mio_homo         AAACTAGAATCCAGGGTTCGTGAACTGGAAGGTGAACTGGAGGGTGAAATCCGTCGCAGT 70 
mio_homarus      -----------GGGTCTTCGTGGACTTCGGTATGGATCTGCAGGC---CTGCATCGAGCT 46 
mio_droso        -----------GGGCCTTCATCGATTTCGGTATGGACTTGTTGGC---CTGTATCGATCT 46 
                              *  ***    * *             *  *           **     
 
mio_sub          GCCGATTCGCAGAAGAACCTGAGGAAGTGCGAGAGGCGCATCAAGGAGCTCGCCTTCCAG 441 
mio_paul         GCTGATGCCCAGAAGAACCTGAGGAAGTGTGAGAGGCGCATCAAGGAGCTCGCCTTCCAG 598 
mio_art          GCTGATGCTCAGAAGAACCTCCGCAAATCCGAACGACGTATTAAGGAGCTCACTTTCCAA 129 
mio_homo         GCAGAGGCCCAGAGGGGAGCCCGCAGACTTGAGCGATGCATCAAAGAGCTGACCTATCAG 130 
mio_homarus      CTT-----CGAGAAGAAAATGGGTCTGCTCTCCATCCTCGAAGAAGAGTCTATGTTCCCC 101 
mio_droso        GAT--TGAAAAGGTTCGTCTCCTCCCAACCAACCTTCCTAGCCAAAAATTATCGCCATCG 104 
                           **                               *  *              
 
mio_sub          ACTGACGAGGACAAGAAGAACCACGACAGGATGCAGGAC---CTCGTCGATAAGCTC--C 496 
mio_paul         ACTGACGAGGACAAGAAGAACCACGACAGAATGCAGGAC---CTCATCGATAAGCTC--C 653 
mio_art          GCTGATGAGGACAGGAAGAACCATGAACGCATGCAAGAT---CTTGTTGACAAACTC--C 184 
mio_homo         GCAGAGGAAGACAAGAAGAATCTGAGCAGGATGCAAACT---CAGATGGATAAACTT--C 185 
mio_homarus      AAGGCTACTGACAAGTCTTTCACTGAGAAGTTAAATGCTACCCACCTTGGAAAGTCT--C 159 
mio_droso        CTCGTTGTTCTGTCAACATATATGAATAAGTTTATTTATAAAGTTTTCGGCACCCTGAAT 164 
                    *                           *              * *  *         
 
mio_sub          AGCAGAAGATCAAGACCTACAAGCGCCAGATCGAGGAGGCTGAGG---AAATCGCC-GGC 552 
mio_paul         AGCAGAAGATCAAGACCTACAAGCGCCAGATCGAGGAGGCTGAGG---AGATCGCC-GCC 709 
mio_art          AACAGAAGATCAAGACATACAAACGACAGATCGAAGAAGCCGAAG---AAATTGCT-GCC 240 
mio_homo         AGCTAAAAGTGCAAAATTACAAGCAGCAAGTCGAGGTGGCGGAAA---CACAAGCC-AAT 241 
mio_homarus      CTGTGTTCATCAAGCCCAAGCCACCAAAGGCTGGTATACCAGAAGCTCACTTCGCC-ATT 218 
mio_droso        GGCAAATCATCTAAAACTGATGATCCCAGTTGGGGGTAGCGTATATATACAATATTTATT 224 
                          *  *              *    *      *  *                  
 
mio_sub          CTTA----------------ACCTGGC---CAAGTTCCGCA-AGGCTCAGCAGGAAC-TN 591 
mio_paul         CTCA----------------ACCTGGC---CAAGTTCCGCA-AGGCCCAGCAGGAAC-TC 748 
mio_art          TTAA----------------ATTTGGC---TAAATTCCGCA-AAGCACAGCAAGATC-TG 279 
mio_homo         CAAT----------------ACCTTTC---CAAGTATAAGA-AACAGCAACATGAGT-TG 280 
mio_homarus      GTTC----------------ACTACGC---TG-GTACTGTC-AGCTACAACCTGAGT-GG 256 
mio_droso        GTTTCAGTCATGCGGAGAGAAGTGCGCCCATAAGCGTTTTCTAGCTCCATTATATATATA 284 
                                     *     *               *    **            
 
mio_sub          AAAAAAATCTGGCTTAA------------------------------------------- 608 
mio_paul         GAAGAA-TCTGGCTAAACTATACTGTCACGTACATCTAGTCATATGCCAGATGTTCATAA 807 
mio_art          GAAGAA-GCAGAAGAGAGAGCAGACGCTGCTGAGCAGGTTGTTGCAAAAGTTCGCGCTAA 338 
mio_homo         AATGAA-GTGAAGGAAAGGGCAGAGGTGGCAGAATCTCAAGTCA-ATAAACTCAAAATTA 338 
mio_homarus      CTGGCTCGAGAAGAACAAGGATCCCCTCAACGACACTGTTGTTGACCAGCTCAAGAAGTC 316 
mio_droso        TATATATACTATAAGCACACAAACCCACATCCATGTCATGCCTCTCCAGAATGAAGAATC 344 
                                 *                                            
 

Figura 19 – Alinhamento das sequências de cDNA para miosina de cadeia 
pesada do camarão F.subtilis (ClustalW). Legenda: mio - significa miosina; 
espécie (número 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 símbolo * refere-se às posições 
conservadas entre as sete sequências 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 já 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 seqüência do F. 

paulensis. Os níveis 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.  

 

 

 

Figura 20 – Cladograma para miosina de cadeia pesada. Resultado do 
alinhamento múltiplo 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 (número 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 satisfatórios, ainda há uma escassez de 

sequências completas de isoformas de proteínas musculares em camarões 

peneídeos, principalmente em relação à miosina. Com exceção, está a 

seqüência parcial de miosina de cadeia pesada da espécie nativa F. paulensis 

(842pb) e também a recente inclusão no banco de dados da sequência de 

miosina de cadeia leve do L. vannamei (EU449515) (AYUSO et al, 2008).    

Estudos anteriores já identificaram vários genes de actina e suas 

variações, sendo que a obtenção da primeira seqüência completa de 

87% 51% 

41% 

4 % 
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aminoácidos de actina em crustáceos foi em Artemia, que é um organismo 

utilizado como animal modelo em pesquisas científicas (MACIAS; SASTRE, 

1990). Devido ser relativamente recente o início desse tipo de estudos com 

crustáceos, especialmente com camarões, indica que ainda há muito campo de 

estudo e muitas descobertas importantes ainda poderão ocorrer.  

A seqüência de β-actina de F. subtilis obtida neste trabalho apresentou 

alta similaridade com as sequências de β-actina de vertebrados e invertebrados 

já conhecidas. Os resultados obtidos nesse trabalho suportam as observações 

anteriores de que o gene da actina é altamente conservado entre organismos 

vertebrados e invertebrados (FYRBERG et al., 1981). Em invertebrados, várias 

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 subsídios que colaboram 

para a melhor compreensão da regulação genética do crescimento muscular de 

camarões, além de mostrar que a metodologia apresentada pode ser utilizada 

para a identificação de genes de interesse envolvidos tanto no crescimento 

muscular como em outras funções importantes. 
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6. CONCLUSÕES 

 

-  O presente estudo isolou e caracterizou parcialmente os genes das 

proteínas musculares beta-actina e miosina de cadeia pesada do camarão rosa 

Farfantepenaeus subtilis através da utilização de reações RT-PCR e 

seqüenciamento do cDNA.  

-  Primers para beta-actina e miosina de cadeia pesada foram desenhados 

a partir de sequências de aminoácidos conservadas e obtidas do GenBank., 

podendo ser utilizados em trabalhos posteriores. 

- Material genético de boa qualidade foi obtido a partir da extração do 

tecido muscular abdominal do camarão. 

- Foram isoladas sequências de cDNA das proteínas musculares com boa 

qualidade a partir da utilização dos primers desenhados. 

- Foi encontrado alto índice de similaridade entre as sequências de beta-

actina e miosina de cadeia pesada do F. subtilis em comparação às descritas 

no Genbank para outras espécies de camarões peneídeos, comprovando a 

identidade dessas sequências, sendo que a espécie que apresentou maior 

similaridade quanto à sequências de beta-actina foi P. monodon e quanto à 

miosina de cadeia pesada foi F. paulensis.  

 

7. ESTUDOS FUTUROS 

 

Estudos como esse, gerando informações sobre a estrutura genética de 

uma espécie nativa com potencial para o cultivo, auxiliam no melhor 

conhecimento da genética de camarões peneídeos nativos do Brasil, 
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produzindo subsídios que permitem analisar melhor a evolução genética entre 

as espécies.  

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, estudos futuros 

podem ser realizados visando a caracterização completa dos genes de beta-

actina e miosina de cadeia pesada identificados, já que aqui só foi possível a 

caracterização parcial. A metodologia descrita também pode ser utilizada na 

identificação de outros genes relacionados com características importantes no 

F. subtilis, assim como em outras espécies.  

Aliado a isso, estudos que visam verificar o padrão de expressão de 

genes durante o ciclo de muda de camarões é importantíssimo para podermos 

esclarecer como o crescimento muscular ocorre em camarões no âmbito 

molecular.  

Adicionalmente, a identificação de genes em espécies nativas de 

camarões peneídeos pode ser impulsionada, gerando um maior conhecimento 

a cerca da estrutura genética da biodiversidade brasileira. 
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Documentos e Fontes em Meio Eletrônico  
 
BIO450 Primer Design Tutorial. 2006. Disponível em: 
<http://faculty.buffalostate.edu/wadswogj/courses/450/BIO450%20Primer%20D
esign%20Tutorial%202006.doc>.  
 
GenBank - Banco de dados biológicos público. Disponível em: 
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/> 
 
Programa PRIMER3. Disponível em:  
<http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi> 
 
Programa PrimerQuestSM  Disponível em: 
<http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest> 

 
Programa OligoAnalyzer, IDTDNA- Integrated DNA Technologies. Disponível 
em:  
<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/> 
 
Programa ClustalW  Disponível em: 
<http://www.ebi.ac.uk/clustalw/> 
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ANEXO A – LISTA DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NO 

PRESENTE TRABALHO 

 

 

1. Luvas descartáveis 

2. Sacos plásticos para o transporte dos animais 

3. Caixa isotérmica para o transporte dos animais 

4. Lupa 

5. Pinça 

6. Bisturi 

7. Pisseta 

8. Microtubos para PCR (0,2ml) 

9. Microtubos de 2ml 

10.  Micro Pipetas (0-20ul) 

11.  Ponteiras Estéreis P-10, P-100, P-1000 

12.  Centrífuga Refrigerada 

13.  Câmara de Fluxo Laminar 

14.  Espectrofotômetro 

15.  Refrigerador 

16.  Balança (0,01g) 

17.  Freezer - 80°C 

18.  Autoclave 

19.  Termociclador 

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

TRABALHO 

 

 

1. Água (Livre De Rnase e Dnase) Ultrapure™ Distilled Water -    

Dnase/Rnase-Free (Invitrogen) 

2. Trizol (Invitrogen) 

3. Tris-Hcl - Ultrapure™ Tris Hydrochloride (Invitrogen) 

4. Oligo(Dt)12–18 Primer (Invitrogen) 

5. Superscript Ii Reverse Transcriptase (Invitrogen)  

6. Clorofórmio 

7. Álcool Etílico Pa 

8. Isopropanol 

9. Dnase  

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

11. Mgcl2 (Applied) 

12. 1x Te Buffer 

13. Ultrapure™ 10x Tae Buffer (Invitrogen) 

14. Hidróxido de Sódio (Naoh) - 8 Mm  

15. Citrato de Sódio (0,1m) 

16. Corante Loading Dye  

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

AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC-3'] 

18. Bigdye® Xterminator™ Purification Kit (Applied) 

19. Tampão 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 Etídio/ 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/µl) 

29. Hi-Di™ Formamide (Applied) 

30. Running Buffer, 10x (Applied) 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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