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Resumo Geral 
 

Na primeira etapa deste estudo, foram realizados experimentos para avaliar  o 

crescimento e sobrevivência de camarões nativos do sul do Brasil, da espécie 

Farfantepenaeus paulensis, cultivados em diferentes salinidades.  Para isso, grupos de 

200 PL47 (pós-larvas com idade de 47 dias), com peso inicial médio (±DP) de 0,022 g 

(±0,008), produzidas na Estação Marinha de Aquacultura (FURG) foram cultivadas 

durante 60 dias em gaiolas (1m3) suspensas em dois tanques com 20.000 L de água, nas 

salinidades 5 e 30. Os níveis de salinidade foram considerados diferentes tratamentos, os 

quais contaram com três repetições cada. Os camarões foram alimentados ad libitum, com 

uma ração comercial fornecida duas vezes ao dia em bandejas. As médias (±DP) de 

temperatura, pH, oxigênio dissolvido e amônia total (N-AT) foram 25,5C (±1,9); 8,07 

(±0,13); 5,16 mg/L (±1,07) e 0,042 mg/L (±0,013), respectivamente, sendo estes valores 

considerados aceitáveis para esta espécie. Ao final do experimento, os camarões foram 

contados e pesados, apresentando uma sobrevivência média, para ambos tratamentos, de 

97%. Os resultados obtidos demonstraram um peso final significativamente maior 

(P<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Tukey) dos camarões aclimatados na salinidade 

mais baixa, com médias (±DP) de peso final iguais a 1,08 g (±0,3) e 0,62 g (±0,15) na 

salinidade 30. Estes resultados provavelmente refletem a ação de genes induzidos pela 

baixa salinidade que também têm efeito sobre o crescimento. Dando prosseguimento ao 

trabalho, os cinco camarões mais leves e os cinco mais pesados de cada repetição foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido para a etapa posterior. Na segunda fase 

deste trabalho, foi realizado um estudo de prospecção gênica utilizando os organismos 

que apresentaram um crescimento diferenciado, com o objetivo de identificar genes 

relacionados com o processo de crescimento e tolerância à salinidade. O método testado 

foi uma adaptação da técnica usual de análise da expressão diferencial de genes, através 

da transcrição reversa do RNA total seguida pela reação em cadeia da polimerase 

(DDRT-PCR). Utilizando-se os tecidos criopreservados dos camarões, foi extraído o 

RNA total e produzidos os respectivos DNAs complementares (cDNAs). A partir da 

comparação entre os genes transcritos nas duas classes de tamanho, foram identificados 

genes com expressão diferencial na comparação entre indivíduos grandes e pequenos. 

Dois destes genes, até então desconhecidos para o camarão-rosa (ciclofilina e  

hemocianina), foram isolados, clonados, sequenciados e comparados com genes de 
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outras espécies armazenados no Banco Mundial de genes (Genbank). Os resultados 

obtidos neste estudo demonstram a viabilidade da metodologia utilizada na 

identificação de genes relacionados com características importantes para a aqüicultura. 
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Abstract 

 

This work evaluated growth and survival of a native penaeid shrimp reared in 

different salinities. Groups of 200 PL47 (post-larvae with 47 days old) of 

Farfantepenaeus paulensis with average initial weight (±SD) of 0,022 g (±0,008), 

produced at Estação Marinha de Aquacultura of Fundação Universidade Federal do Rio 

Grande - Brazil, were cultivated along 60 days in 1m3 cages inside two tanks of 20.000 

L, with salinities 5 and 30. Salinity levels were considered different treatments, with 

three replicates each. Shrimps were fed ad libitum in trays, with a commercial diet 

supplied two times at day. Averages (±SD) of temperature, pH, dissolved oxygen and 

total ammonia (TAN; NH4 - + NH3) were 25,5 (±1,9); 8,07 (±0,13); 5,16 mg/L (±1,07) 

and 0,042 mg/L (±0,013), respectively, values considered acceptable for the species. At 

the end of experiment, individually counted shrimps were weighed, presenting a 

survival of 97% for both treatments. Results demonstrated a significant increase of 

weight (ANOVA; P<0,05) of the shrimps acclimated in low salinity, with averages 

(±SD) of final weight 1,08 g (±0,3), and 0,62 g (±0,15) in high salinity. These results 

probably reflect the action of genes induced by low salinity that also have an effect on 

growth. Continuing the work, five lighter and five heavier shrimps of each replicate 

were immediately frozen in liquid nitrogen. In the second phase, a study of gene 

prospection was carried out using animals that presented differentiated growth, with 

objective of identifying genes related with the processes of growth and salinity 

tolerance. An adapted method of differential display reverse transcriptase - polimerase 

chain reaction (DDRT-PCR) was used. From criopreserved tissues of shrimps, total 

RNA was extracted and complementary DNA produced (cDNA). From the comparison 

between transcribed genes of large and small size classes animals, differential expressed 

genes were identified. Two of these genes, ciclophilin and hemocyanin, unknown for 

the pink shrimp, were isolated, cloned, sequenciated and compared with genes of other 

species in GenBank. Results demonstrated the viability of the methodology used to 

identify genes with important traces to aquaculture. 
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Introdução Geral 

A aqüicultura tem se desenvolvido com sucesso no Brasil, e a produção de 

camarões tem se destacado. Segundo dados da Associação Brasileira de Criadores de 

Camarões (ABCC), a produção nacional foi de 91.000 toneladas no ano de 2003, 

posicionando-se entre os maiores produtores mundiais (http://www.sfiec.org.br/fiec-

hoje/maio2004/10/noticia22.htm). Entretanto, esta produção tem a região Nordeste 

como principal produtor, com 96% da produção nacional e baseia-se exclusivamente na 

espécie exótica Litopenaeus vannamei. Além  das vantagens de se possuir um 

considerável conhecimento a respeito da biologia e metodologia de cultivo, esta espécie 

terá seu genoma sequenciado por pesquisadores de uma rede de laboratórios no Brasil 

(http://www.shrimp.ufscar.br). 

Por outro lado, apresenta-se o camarão-rosa Farfantepenaeus paulensis (Pérez-

Farfante, 1967), um peneídeo marinho abundante em águas subtropicais do Atlântico 

Sul, que pode ser considerado uma interessante proposta para o cultivo de uma espécie 

nativa do Brasil (D'Incao, 1991; Wasielesky, 2000; Wasielesky et al., 2002). Esta 

espécie tem sido alvo de constantes pesquisas na Estação Marinha de Aquacultura da 

Fundação Universidade Federal do Rio Grande – FURG, podendo representar uma 

importante atividade para populações de pescadores artesanais que apresentam baixa 

capacidade de investimento no país (Wasielesky, 1999; Vaz et al., 2004). Os resultados 

encontrados em trabalhos utilizando este peneídeo, têm demonstrado o potencial da 

espécie como uma alternativa viável de cultivo. Para citar alguns exemplos, foram 

realizados estudos avaliando os efeitos de parâmetros físico-químicos no crescimento e 

sobrevivência de pós-larvas (Corleto et al., 1993; Wasielesky, 2000; Tsuzuki et al., 

2003), efeitos tóxicos de produtos nitrogenados (Ostrensky e Wasielesky, 1995; Cavalli 

et al., 1996; Cavalli et al., 1998), estudos com densidades de estocagem (Speck et al., 

1993; Cavalli et al., 2003), avaliação da alimentação utilizando microorganismos, 

resíduos de pescado e ração comercial (Thompson et al., 1999; Santos et al., 2000; 

Domingos, 2001; Thompson et al., 2002), composição da fauna invertebrada bentônica 

nos cercados de cultivo e o impacto do cultivo nas comunidades bentônicas adjacentes 

(Poersch et al., 2003; Soares et al., 2004) e a análise das alterações no teor da matéria 

orgânica no sedimento decorrente do cultivo em cercados (Esteves et al., 1999), são 

alguns exemplos dos diferentes estudos desenvolvidos para a espécie. Além disso, 
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comparações entre as performances reprodutivas de matrizes selvagens e de cativeiro 

(Cavalli et al., 1997; Peixoto et al., 2003a), experimentos com inseminação artificial e 

estudos relacionados com a maturação nos ovários, têm permitido consideráveis 

avanços no conhecimento da biologia reprodutiva desta espécie (Peixoto et al., 2003b; 

Peixoto et al., 2004). Finalmente, a metodologia desenvolvida para a larvicultura está 

sob controle e a espécie é o alvo no projeto de cultivo de camarões marinhos nativos em 

gaiolas, cercados e viveiros na região sul do Brasil (Wasielesky et al., 1995; 

Wasielesky, 1999; Wasielesky et al., 2002). 

Embora estes avanços no conhecimento da biologia reprodutiva do camarão-rosa 

estejam permitindo o desenvolvimento de tecnologias de cultivo com resultados 

promissores para esta espécie, fica evidente também a necessidade do investimento em 

projetos de pesquisa que focalizem o desenvolvimento paralelo de programas de 

melhoramento genético. Programas deste tipo podem permitir a identificação de 

marcadores moleculares ou genes relacionados com características comercialmente 

importantes, assim como possibilitar o estudo da variabilidade genética como uma 

ferramenta importante para a seleção geneticamente assistida de reprodutores, inferindo 

sobre questões como níveis de endogamia e heterozigosidade dentro das unidades de 

cultivo. No caso deste estudo, investiga-se a possibilidade do aumento da produtividade 

deste camarão em relação às suas taxas de crescimento, especialmente em condições 

estressantes de salinidade, que afetam de maneira significativa a produtividade deste 

crustáceo em cultivo (Tsuzuki et al., 2000; Wasielesky et al., 2003). 

O crescimento em crustáceos pode ser expresso como um processo intermitente 

centralizado na ecdise, ou seja, quando o exoesqueleto antigo é liberado, o volume 

corporal aumenta devido à incorporação de água. A regulação do crescimento muscular 

neste momento é um processo complexo envolvendo um controle refinado entre a 

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

esta regulação não tenham sido ainda determinados, os mecanismos que regulam este 

processo aparentam ser tecido-específicos, envolvendo uma combinação de 

processamento transducional e regulação transcricional que podem variar de espécie 

para espécie (Whiteley e El Haj, 1997). Hormônios ecdisteróides têm sido implicados 

no controle cíclico do crescimento tissular durante a muda, os quais provavelmente 

desencadeiam respostas intracelulares em cascata de uma série de genes envolvidos 
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neste processo (Koelle et al., 1991). Existem várias técnicas utilizadas atualmente para 

determinar estes perfis de expressão gênica e para identificar genes expressos 

diferencialmente sob condições específicas. Para este estudo, foi escolhido uma das 

metodologias mais utilizadas atualmente, por sua relação custo-benefício favorável, o 

método da expressão diferencial de genes identificados pela reação em cadeia da 

polimerase a partir da transcrição reversa do ácido ribonucleico total (RNA total) 

(DDRT-PCR ou differential display reverse transcriptase - polimerase chain reaction). 

Esta metodologia foi descrita pela primeira vez por Liang e Pardee (1992), com a 

intenção de prover uma ferramenta efetiva para detectar espécies de RNA individuais 

que são expressos diferencialmente em distintos tipos de células eucarióticas, e então 

permitir recuperar e clonar os ácidos desoxirribonucleicos complementares (cDNAs) 

correspondentes. Este método pode ser usado para identificação de qualquer gene 

expresso diferencialmente (Kuhn, 2001), e permite a determinação de perfis de 

transcrição com base qualitativa ou semi-quantitativa (Rahmanm et al., 2003). Desde 

sua introdução, centenas de aplicações tem sido descritas utilizando a DDRT-PCR. 

Assim sendo, aplicou-se esta metodologia com algumas adaptações do método original 

em camarões cultivados em diferentes salinidades, com o objetivo de obter de 

organismos com tamanho diferenciado, e a posterior identificação dos genes de 

interesse, que possam estar relacionados com o crescimento. 

Para isto, considerando-se que a dissertação está sendo apresentada na forma de 

trabalho científico, dividiu-se o estudo em dois capítulos. No primeiro capítulo, 

apresentam-se os resultados de crescimento e sobrevivência obtidos durante a fase de 

cultivo, na qual os camarões foram submetidos ao crescimento em diferentes 

salinidades. De acordo com estudos publicados sobre a preferência de pós-larvas e 

juvenis de peneídeos de várias espécies por águas rasas com  baixas salinidades (Mair, 

1980; Aziz e Greenwood, 1981; Dall, 1981; Preston, 1985), escolheu-se um tratamento 

com a salinidade 5, semelhante ao ambiente estuarino, e comparou-se com outro grupo 

cultivado na salinidade 30, aproximadamente igual à condição marinha de onde provêm 

as pós-larvas do ambiente natural (D’Incao, 1991). Ao final desta etapa, foram pesados 

individualmente todos os camarões, selecionados os maiores e os menores de cada 

repetição dos dois tratamentos, e congelados em nitrogênio líquido, para a fase posterior 

de análise genética.  
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No segundo capítulo, foi testada a metodologia de prospecção gênica, baseada 

na técnica de DDRT-PCR. Com essa finalidade, foram extraídos o RNA total dos 

camarões selecionados e produzidos os respectivos cDNAs por RT-PCR. Utilizando-se 

primers arbitrários, foram investigados os genes que estavam se expressando 

diferencialmente nos camarões maiores, menores ou entre os tratamentos de salinidades 

alta e baixa. Os genes considerados potencialmente interessantes, por estarem se 

expressando nos camarões maiores e não nos menores, foram separados, analisados e 

discutidos.  

As seqüências parciais obtidas destes genes estão disponíveis no Banco Mundial 

de Genes (GenBank), e poderão ser usadas como marcadores moleculares em estudos 

futuros, permitindo uma aplicação prática de seleção geneticamente assistida, como por 

exemplo, analisar o genoma dos reprodutores que são capturados a cada ano. 

Identificando-se as matrizes que possuem genes ou seus alelos mais eficientes para as 

condições de cultivo, será possível avaliar e comparar a performance de qualquer matriz 

reprodutora selvagem com os reprodutores selecionados (Preston et al., 2004). Como 

conseqüência de um estudo deste nível, surgiria  a criação e manutenção de linhagens 

progenitoras, geneticamente segregadas para resistência em condições fisiológicas 

estressantes (Lemaire et al., 2002). Este tipo de estudo será interessante para a região do 

estuário da Lagoa dos Patos, por ser a área na qual se desenvolve grande parte dos 

experimentos da Estação Marinha de Aquacultura (FURG). Pode ser considerado 

também, uma aproximação entre a pesquisa na Universidade e as famílias de pescadores 

locais, estreitando a relação entre a pesquisa na área de biotecnologia que acontece 

dentro dos laboratórios, e a aplicação social junto à comunidade carente local. 
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Resumo 
 

Grupos de 200 pós-larvas (PL47) de Farfantepenaeus paulensis, com peso inicial 

médio (±DP) de 0,022 g (±0,008) produzidas na Estação Marinha de Aquacultura - FURG, 

foram cultivadas durante 60 dias em gaiolas (1m3) suspensas em dois tanques com 20.000 

L de água nas salinidades 5 e 30. Os níveis de salinidade foram considerados diferentes 

tratamentos, os quais contaram com três repetições cada. Os camarões foram alimentados 

ad libitum com uma ração comercial fornecida duas vezes ao dia em bandejas. No tanque 

com salinidade 5, as médias (±DP) de temperatura, oxigênio dissolvido, amônia total (N-

AT) e pH foram iguais a 24,90C (±1,55), 5,31 mg/L (±1,16), 0,04 mg/L (±0,00) e 8,13 

(±0,15), respectivamente. No tanque com salinidade 30, os mesmos parâmetros medidos 

foram iguais a 25,63 C (±1,60), 5,0 mg/L (±1,02), 0,045 mg/L (±0,019) e 8,04 (±0,09), 

respectivamente, sendo os valores encontrados nos dois tanques de cultivo considerados 

aceitáveis para esta espécie. Ao final do experimento, os camarões foram contados e 

pesados, apresentando uma sobrevivência média de 97% para ambos tratamentos. Os 

resultados obtidos demonstraram um peso final significativamente maior (P<0,05, 

ANOVA seguida pelo teste de Tukey) dos camarões aclimatados na salinidade 5 em 

relação aos cultivados em salinidade 30, com médias (±DP) de peso final iguais a 1,08 g 

(±0,3) e 0,62 g (±0,15), respectivamente. Estas diferenças encontradas no peso final dos 

camarões, provavelmente refletem a ação de genes induzidos pela baixa salinidade que 

também têm efeito sobre o crescimento. 

 

Palavras-chave: camarão peneídeo; Farfantepenaeus paulensis; efeito da salinidade; 

osmoregulação; crescimento; multi-funcionalidade de genes. 
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1. Introdução 

 

As pós-larvas de camarões peneídeos normalmente migram para regiões 

costeiras em busca de águas estuarinas rasas e com baixa salinidade (Mair, 1980; 

Preston, 1985; Dall, 1990). Vários autores, investigando espécies de peneídeos, 

constataram uma maior capacidade osmorregulatória e de adaptação às flutuações de 

salinidade (Aziz e Greenwood, 1981; Rothlisberg, 1998; Kumlu et al., 2001; Pérez-

Castañeda e Defeo, 2005), provavelmente devido a uma característica geneticamente 

programada de eurihalinidade antes de atingirem a fase adulta (Dall, 1981).  

O camarão-rosa Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante, 1967) é um 

peneídeo que apresenta essa característica, apesar de depender da pluviosidade e do 

regime de ventos para entrar no estuário da Lagoa dos Patos, RS, durante a fase de pós-

larva (D’Incao, 1991). É uma espécie que se distribui desde o nordeste do Brasil (14oS), 

até o nordeste da Argentina (38oS) (D'Incao, 1995). Apresenta-se em maiores 

concentrações próximo de regiões estuarinas, pois desenvolve-se  até o estágio pré-

adulto do seu ciclo de vida nesses ambientes, como relatado para o estuário da Lagoa 

dos Patos no sul do Brasil (D'Incao, 1991; Soares, 1999). Há mais de 10 anos esta 

espécie vem sendo estudada por pesquisadores no sul do Brasil, resultando no 

desenvolvimento de um projeto direcionado para o cultivo desta espécie de camarão 

marinho, na Estação Marinha de Aquacultura da Universidade Federal do Rio Grande - 

FURG (Wasielesky et al., 2003). A importância desta atividade gerou o 

desenvolvimento de um “pacote tecnológico” de cultivo, como uma atividade 

alternativa para populações de pescadores artesanais que apresentam baixa capacidade 

de investimento (Wasielesky, 2000). 

Objetivando-se  complementar essas tecnologias de cultivo, buscando otimizar a 

produção em biomassa desta espécie, investigou-se o crescimento dos camarões em 

diferentes salinidades, alta e baixa. Este cultivo foi realizado durante a fase juvenil, que 

se estende, usualmente, do primeiro ao sexto mês de vida para peneídeos (Dall, 1990). 

Para isto, foram cultivados um número significativo de camarões, de modo que se 

pudesse selecionar individualmente os organismos por classe de peso no final do 

experimento. 
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2. Material e Métodos 

 

As pós-larvas utilizadas neste trabalho foram produzidas na Estação Marinha de 

Aquacultura (FURG), a partir de reprodutores selvagens de F. paulensis coletados no 

litoral sul do Brasil. Grupos de 200 pós-larvas (PL47), com peso inicial médio (±DP) de 

0,022 g (±0,008), foram cultivadas durante 60 dias em gaiolas com 1m3 cada, suspensas 

em dois tanques com 20.000 L de água, nas salinidades 5 e 30. A larvicultura é realizada 

normalmente em salinidade 30, desta forma, as pós-larvas que foram submetidas ao 

tratamento com salinidade 5 foram gradualmente aclimatadas. A diluição é realizada 

misturando-se água doce, reduzindo-se 5 unidades da salinidade por dia, até atingir a 

concentração 15, depois é reduzida 2 unidades por dia até chegar na salinidade 5. Os dois 

níveis de salinidade foram considerados diferentes tratamentos, os quais contaram com três 

repetições cada. Os camarões foram alimentados ad libitum, com uma ração comercial 

para camarão fornecida duas vezes ao dia em bandejas. Durante o cultivo, manteve-se a 

salinidade e aeração constante nos tanques, com fotoperíodo natural de verão (14 horas 

claro, 10 horas escuro). Foram medidos os parâmetros físico-químicos de salinidade, 

temperatura, pH, oxigênio dissolvido e amônia total. A salinidade foi medida usando-se 

um refratômetro ótico com precisão de 1 ppm, e a amônia total (N-AT) dosada segundo o 

método da UNESCO (1983). Ao final desta etapa, os camarões foram contados, pesados 

individualmente, e calculada a sobrevivência para cada gaiola a partir dos camarões 

remanescentes. A análise dos parâmetros físico-químicos e dados de peso dos camarões, 

foi feita através da análise de variância (ANOVA) utilizando o software Statistica v. 5.0. 

No caso das diferenças significativas entre as médias, seguiu-se o teste de Tukey (=0,05).  

 

3. Resultados 

 

No tanque com salinidade 5, as médias (±DP) de temperatura, oxigênio dissolvido 

e percentual de saturação, amônia total (N-AT) e pH foram iguais a 24,92 C (±1,53); 5,31 

mg/L (±1,16); 62 %; 0,04 mg/L (±0,00) e 8,15 (±0,15), respectivamente. No tanque com 

salinidade 30, os mesmos parâmetros apresentaram médias (±DP) iguais a 25,88 C 

(±2,66); 5,0 mg/L (±1,02); 59%; 0,045 mg/L (±0,019) e 8,03 (±0,09), respectivamente 
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(Tabela 1). Os parâmetros físico-químicos analisados não apresentaram diferenças 

significantes entre os tratamentos (P > 0,05) (Tabela 1). 

Ao final do experimento, os camarões foram contados e pesados, apresentando 

uma sobrevivência média, para ambos tratamentos, de 97% (Tabela 2). As médias (±DP) 

de peso final dos camarões cultivados na salinidade 5 e 30, foram iguais a 1,08 g (±0,3) e 

0,62 g (±0,15), respectivamente,  e apresentaram diferença significativa (P < 0,05) (Tabela 

2). 

 

Tabela 1 

Médias (±DP) de salinidade, temperatura (C ), oxigênio dissolvido (OD em mg/L), 

percentual de saturação (%), nitrogênio total na forma amoniacal (N-AT, mg/L) e pH 

durante os 60 dias de cultivo do camarão Farfantepenaeus  paulensis. Entre os tratamentos, 

as variáveis físico-químicas não apresentaram diferença significativa (P > 0,05). 

Parâmetros Salinidade 5 Salinidade 30 

Temperatura (C) 24,90 (±1,55) 25,63 (±1,60) 

OD (mg/L) 5,31 (±1,16) 5,0 (±1,02) 

OD (% sat.) 62,42 (±13,30) 59,42 (±11,66) 

N-AT (mg/L) 0,04 (±0,000) 0,045 (±0,019) 

PH 8,13 (±0,15) 8,04 (±0,09) 

 

 

Tabela 2 

Médias de peso (±DP) inicial, final e percentual de  sobrevivência dos camarões 

Farfantepenaeus  paulensis cultivados durante 60 dias. Para cada tratamento, as diferentes 

letras sobrescritas indicam diferença significativa (P < 0,05). 

 Salinidade 5 Salinidade 30 

Peso inicial (g) 0,022 (± 0,008)a 0,022 (± 0,008)a 

Peso final (g) 1,08 g (±0,3)a 0,62 g (±0,15)b 

Sobrevivência (%) 97,2 (± 2,5)a 97,2 (± 4,9)a 
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4. Discussão 

 

A salinidade manteve-se constante dentro dos tanques, provavelmente pelo grande 

volume utilizado (20.000 L), não interferindo no crescimento dos camarões entre as 

repetições, dentro de cada tratamento. Entretanto, os resultados de crescimento obtidos 

demonstram uma diferença significativa no peso final dos camarões cultivados na 

salinidade 5 em relação aos que cresceram na salinidade 30.  

Apesar de algumas espécies, como Metapenaeus monocerus e Penaeus 

semisulcatus, apresentarem melhor crescimento durante a fase de berçário em 

salinidades consideradas altas para peneídeos (Kumlu et al., 2001; Soyel e Kumlu, 

2003), isso não ocorre na maioria dos casos. O crescimento diferenciado encontrado 

neste trabalho está de acordo com relatos de outros autores (D’Incao, 1991; Tsuzuki, 

1995; Soares, 1999), desta espécie seguir o padrão geral de peneídeos (Dall, 1990; 

Rothlisberg, 1998; Kumlu, 2001) ao procurarem regiões estuarinas ou lagunares para 

crescerem até a fase de pré-adulto (D’Incao, 1991). Isto pode ocorrer devido a  atração 

das pós-larvas por ambientes que apresentam gradiente salino e baixa profundidade  

(Mair, 1980; Azis e Greenwood, 1981; Dall, 1981; Forbes e Benfield, 1986).  

Sob o ponto de vista fisiológico, os camarões peneídeos necessitam de uma 

concentração mínima de sais na água para manter o equilíbrio osmótico no meio em que 

vivem. Se o meio estiver acima da concentração de seu ponto isosmótico, o organismo 

tenderá à hipo-regulação, ou seja, irá reter sais e perder água por difusão. Em ambientes 

com a salinidade abaixo de seu ponto isosmótico, teríamos o processo inverso, com o 

organismo tendendo a hiper-regulação, retendo água e excretando sais para evitar o 

acúmulo excessivo de íons em seus fluidos corporais, tendo como conseqüência a 

desidratação celular. Desta forma, o ponto isosmótico pode ser determinado quando a 

osmolalidade plasmática do organismo em estudo for igual à do meio (Lyzfjord et al., 

2004).  De acordo com essas premissas, vários autores tem determinado o ponto 

isosmótico de espécies interessantes para a aquacultura, visando otimizar as taxas de 

crescimento devido ao provável menor gasto energético no processo osmorregulatório. 

No caso de peneídeos, vários estudos determinaram o ponto isosmótico de 

camarões em estágio juvenil. Pode-se citar como exemplos, algumas espécies de 

peneídeos com seus respectivos pontos isosmóticos, Farfantepenaeus brasiliensis, 25 
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(Brito et al., 2000), Litopenaeus vannamei, entre 25 e 27 (Diaz et al., 2001), Penaeus 

merguiensis, 25 (Dall, 1981), Fenneropenaeus chinensis, 24,2 (Chen e Li, 1998), 

Penaeus latisulcatus, 31,73 (Sang e Fotedar, 2004), e Farfantepenaeus paulensis, 

também na fase juvenil, com ponto isosmótico igual a 22,8 (Cavalli, com. pess.). 

Entretanto, esta economia no gasto energético pode ser controversa durante o cultivo de 

peneídeos corretamente aclimatados, como no caso do presente experimento, pois com 

exceção de casos em que os camarões sejam expostos a mudanças bruscas de salinidade, 

o custo da energia gasta em osmoregulação é muito baixo, dentro de uma ampla 

variação de salinidade (Bishop et al., 1980; Dall, 1990).  

Desta forma, considerando que as pós-larvas utilizadas neste estudo foram 

devidamente aclimatadas antes do início do cultivo, além do gasto energético 

osmoregulatório provavelmente não interferir no crescimento dos organismos dos dois 

tratamentos, com salinidades 5 e 30, pode-se observar que o crescimento dos camarões 

investigados no presente estudo foi melhor na salinidade baixa. Apesar desta salinidade 

(5) estar mais distante do ponto isosmótico desta espécie, no estágio juvenil, do que a 

salinidade do outro tratamento (30), Tsuzuki (1995) encontrou resultado semelhante, 

utilizando pós-larvas da mesma espécie, com  a mesma idade, porém em salinidade 10. 

Complementando estes resultados, têm-se relatado resultados economicamente 

interessantes, cultivando-se Litopenaeus vannamei em águas oligohalinas, com 

salinidades abaixo de 1 (Samocha, et al., 1998; McGraw et al., 2002; Saoud et al., 2003). 

A influência dos fatores ambientais, como salinidade, temperatura e vegetação 

aquática, somada à dependência da densidade, ou abundância no recrutamento, também 

é citada como uma importante força combinada que controla o crescimento e a 

mortalidade em quatro espécies do gênero Farfantepenaeus (Pérez-Castañeda e Defeo, 

2005) dentro de estuários, mas provavelmente não influenciou nos resultados do 

presente estudo. Neste trabalho, os parâmetros físico-químicos observados estiveram 

dentro dos níveis considerados aceitáveis para esta espécie, com relação à salinidade 

(D’Incao, 1983), temperatura (Boff e Marchiori, 1984), oxigênio dissolvido (Poersch e 

Marchiori, 1992), pH (Santos e Marchiori, 1992) e nitrogênio na forma amoniacal 

(Ostrensky e Wasielesky, 1995; Cavalli et al., 1996; Wasielesky, 2000). A densidade de 

estocagem escolhida, foi propositadamente baixa, com 200 PL’s por m3 de gaiola, para 
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evitar altos índices de mortalidade, como já observado para esta espécie (Corleto et al., 

1993; Speck et al., 1993). 

Analisados os fatores que normalmente poderiam ter afetado os resultados deste 

estudo, será avaliado o fator mais importante e conclusivo deste trabalho, o efeito 

pleiotrópico que pode ser gerado pelos genes relacionados com a osmoregulação e o 

crescimento. Apesar deste mecanismo não ser bem conhecido para crustáceos, existem 

resultados interessantes, ainda que limitados, envolvendo a adaptação osmótica de 

peixes eurihalinos com os níveis de expressão de hormônios relacionados com o 

crescimento, como hormônio do crescimento (GH - growth hormone) e o fator de 

crescimento tipo-insulina I (IGF-I - insulin-like growth factor I), que é o principal 

mediador da função do GH (Inoue et al., 2002). As descobertas sobre a influência do 

eixo GH/IGF-I na osmoregulação de peixes teleósteos iniciou-se com estudos usando 

salmonídeos, contudo, esta ação fisiológica não está restrita a peixes anádromos. 

Tratamentos usando GH ou IGF-I aumentam a tolerância à salinidade e incrementam a 

atividade de enzimas branquiais de várias espécies de água-doce, como o afiossemion 

(killfish) Fundulus heteroclitus, tilápias Oreochromis mossambicus e Oreochromis 

niloticus e o striped bass Morone saxatilis (Mancera e McCormick, 1998). 

Sakamoto et al.(1997) constataram significativas melhoras na capacidade hipo-

osmoregulatória de ciclídeos eurihalinos, como a tilápia (Oreochromis mossambicus), 

que receberam injeções de GH e foram expostas à água marinha. A administração de 

GH também resultou na estimulação de funções imunonológicas não-específicas em 

trutas (Oncorhynchus mykiss) aclimatadas em água marinha (Yada et al., 2001), assim 

como os níveis de expressão de IGF-I, que foram significativamente mais altos em 

exemplares do teleósteo eurihalino Cottus kazika, aclimatados em salinidade marinha 

do que nos peixes mantidos em seu ambiente natural, em água-doce (Inoue et al., 2002). 

Finalmente, com relação aos efeitos colaterais que podem ser causados pela 

osmoregulação em peixes, a aclimatação e cultivo do peixe de água-doce, zebrafish 

(Danio rerio) em água com salinidade 5, induziu a expressão acima dos níveis normais 

do eixo GH/IGF-I, resultando em significativo ganho de peso corporal, comparado com 

os peixes controle mantidos em salinidade 0 (Almeida et al., 2005). 

Em crustáceos, os fatores responsáveis pela regulação do crescimento muscular 

não são bem conhecidos, mas alguns neuro-hormônios tem sido implicados neste 
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processo. A família de genes CHH / MIH / GIH, que codificam a síntese dos hormônios 

hiperglicêmico de crustáceos (crustacean hyperglycemic hormone), inibidor da muda 

(molt-inhibiting hormone) e inibidor da gônada (gonad inhibiting hormone), 

respectivamente, representa o único grupo de neuropeptídeos originalmente 

identificados no pedúnculo ocular de crustáceos (Chan et al., 2003). 

El Haj et al. (1996) sugerem que o hormônio ecdisteróide 20-hidroxiecdisona 

(20-HE) também pode atuar na síntese de proteína muscular da lagosta (Homarus 

americanus), incrementando o processamento ribossomal de RNAm ou diretamente na 

transcrição genética através da região de resposta do esteróide. Posteriormente, 

Whiteley e El Haj (1997) relatam que a taxa de síntese protéica de actina no músculo de 

lagostas é aumentada por dois fatores, o alongamento muscular passivo e a elevação dos 

níveis de ecdisteróides, mas sugerem que a partir da descoberta de genes responsáveis 

pela síntese de ecdisteróides, poderão estabelecer se uma complexa cascata de genes 

envolvidos atuam no crescimento, como ocorre em insetos (Koelle, 1991). Um desses 

genes, o HHR3 (Homarus hormone receptor), responsável pela síntese de ecdisteróides, 

teve aumentado os níveis de expressão quando injetado in vivo na epiderme e nos 

tecidos musculares o hormônio 20-HE (El Haj et al., 1997).  

Experimentos de estresse salino com esta mesma espécie estenohalina, Homarus 

americanus, demonstraram um aumento significativo de CHH, na hemolinfa (Chang et 

al., 1998). Este neuropeptídeo é citado como responsável pela regulação do 

metabolismo de carboidratos, muda e reprodução (Homola e Chang, 1997), assim 

como demonstra estar envolvido no controle neuroendócrino da osmoregulação 

de pós-larvas de lagostas  (Charmantier et al., 2001). 

Recentes observações com relação ao MIH, da família do CHH, têm considerado 

este neuro-hormônio uma das mais importantes chaves na mediação do crescimento e 

reprodução de crustáceos decápodes, pelo fato de inibir a liberação de ecdisona 

produzida na glândula-Y, mantendo o animal no estágio de intermuda. Ainda que as 

funções biológicas de hormônios produzidos fora do pedúnculo ocular não tenham sido 

bem elucidadas, Yodmuang et al. (2004) sugerem uma atividade biológica multi-

funcional do MIH, por terem encontrado a expressão deste nos gânglios toráxicos de 

Penaeus monodon.  
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Um outro composto conhecido como metil farnesoato (MF - methyl farnesoate) 

possui estrutura química idêntica ao hormônio juvenil-III de insetos, e é sintetizado 

pelos órgãos mandibulares de crustáceos. Tem sido citado como um hormônio análogo 

em crustáceos, por atuar na estimulação da síntese de proteínas em geral, na promoção 

do ciclo da muda, na reprodução de machos e fêmeas (Homola e Chang, 1997), 

metamorfose (Abdu et al., 1998) e comportamento (Borst et al., 1995). Tamone e Chang 

(1993), investigando os efeitos deste mesmo hormônio, observaram que, além de ser 

inibido pelo hormônio inibidor dos órgãos da mandíbula (MOIH – mandibular organ 

inhibiting hormone), da família do CHH, quando injetado em exemplares de Cancer 

magister, estimula a secreção de ecdisteróides produzidos na glândula-Y, que por sua 

vez atuará na síntese protéica do crustáceo (Borst et al., 2002). Complementando as 

prováveis múltiplas funções biológicas deste outro hormônio, estudos realizados com o 

caranguejo Carcinus maenas demonstraram elevações significativas nos níveis de MF 

na hemolinfa dos animais expostos à salinidades abaixo de seu ponto isosmótico, 

sugerindo que o MF pode ter uma função na osmoregulação de crustáceos (Lovett et al., 

2001). Adicionalmente, Lovett et al. (2001) sugerem que o uso de água marinha hipo-

osmótica em relação à osmolalidade do crustáceo, pode ser usado como uma estratégia 

experimental para manipular os níveis de MF em crustáceos. Os resultados encontrados 

para este hormônio produzido fora do sistema do pedúnculo ocular dos crustáceos, é 

corroborado pela outra atividade do CHH. Apesar do mecanismo regulatório não ser 

precisamente conhecido, as evidências sugerem que o CHH pode ser responsável pela 

indução da atividade da enzima Na+/K+ ATPase e, desta forma, pode ser correlacionado 

com a habilidade dos crustáceos invadirem ambientes estuarinos (Ahl e Brown, 1991; 

Lucu e Towle, 2003).  

Finalmente, para explicar como este amplo espectro de funções entre os 

neuropeptídeos atua em crustáceos, resultados de análises filogenéticas sugerem que a 

evolução destes grupos de genes ocorrem de maneira similar aos eventos de mutação e 

duplicação gênica, hipotetizados para a origem da família de genes do hormônio do 

crescimento e da prolactina, do sistema pituitário dos vertebrados (Chan et al., 2003; 

Lucu e Towle, 2003). Todos esses fatores corroboram com o resultado encontrado no 

presente estudo, permitindo a sugestão da multi-funcionalidade dos genes relacionados 

com a osmoregulação e o crescimento, gerando este padrão de crescimento diferenciado 
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nos camarões cultivados em salinidade abaixo do ponto isosmótico determinado para 

esta espécie. 

 

5. Conclusão 

 

Considerando-se os fatores que podem ter influenciado no crescimento 

diferenciado dos camarões nas diferentes salinidades, a relação entre os parâmetros bio-

físico-químicos observados neste experimento, as respostas intracelulares de uma série 

de genes envolvidos no processo de crescimento, e a possibilidade da evolução 

filogenética dos genes relacionados com múltiplas funções em crustáceos e vertebrados, 

sugere-se que o mecanismo fisiológico envolvido na osmoregulação pode desencadear 

um efeito pleiotrópico que permita a expressão de outros genes, que estejam 

relacionados com o crescimento em crustáceos.  

Desta forma, uma investigação paralela utilizando os resultados do presente 

estudo poderá otimizar os resultados de crescimento desta espécie durante a fase de 

berçário. A prospecção e a identificação dos genes relacionados com este processo de 

osmoregulação e crescimento, possibilitaria o início do desenvolvimento de um 

programa de melhoramento genético para esta espécie. 
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Resumo 
 

Neste trabalho, investigou-se a utilização de uma metodologia de bioprospecção, 

com o objetivo de identificar genes relacionados com o crescimento e tolerância à 

salinidade no camarão-rosa Farfantepenaeus paulensis. Para isto, utilizou-se camarões 

juvenis cultivados em salinidades baixa e alta, que apresentaram um crescimento 

diferenciado no final do experimento. O método testado foi uma adaptação da expressão 

diferencial de genes, através da transcrição reversa do RNA total, seguida pela reação 

em cadeia da polimerase (DDRT-PCR). Utilizando-se os tecidos criopreservados dos 

camarões, foi extraído o RNA total e sintetizados os respectivos cDNAs, que serviram 

de base para as reações de PCR, utilizando-se 31 primers arbitrários em conjunto com 

um primer reverso universal (UAP). A partir da comparação entre os perfis de 

expressão dos organismos das duas classes de tamanho, foram detectados genes sendo 

transcritos diferencialmente. Apesar do número relativamente reduzido de primers 

utilizados, a metodologia demonstrou eficiência e uma relação custo-benefício 

favorável, apresentando como resultado a identificação de dois genes inéditos e 

provavelmente relacionados com o crescimento da espécie investigada. As seqüências 

parciais dos genes que codificam para a hemocianina e para a ciclofilina do camarão-

rosa foram isoladas, clonadas, sequenciadas e comparadas por homologia em relação à 

seqüência de aminoácidos, utilizando-se a ferramenta de busca BLASTP no Banco 

Mundial de Genes (Genbank).  
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1. Introdução 
 

O camarão-rosa Farfantepenaeus paulensis é uma espécie nativa do sul do Brasil 

que utiliza o Estuário da Lagoa dos Patos como zona de alimentação para os seus 

primeiros estágios pós-larvais (D’Incao, 1991). Este peneídeo tem demonstrado um 

interessante potencial para o cultivo, sendo a espécie alvo de um projeto desenvolvido 

pela Estação Marinha de Aquacultura da Fundação Universidade Federal do Rio Grande 

- FURG, visando o desenvolvimento um pacote tecnológico de cultivo de camarões em 

gaiolas, cercados e viveiros no extremo sul do Brasil (Wasielesky et al., 1995; 

Wasielesky, 1999; Wasielesky et al., 2002)..  

Muitos avanços foram obtidos no conhecimento da biologia reprodutiva do 

camarão-rosa, permitindo o desenvolvimento de tecnologias de cultivo com resultados 

promissores para esta espécie (Cavalli et al., 1997; Wasielesky et al., 2003; Peixoto, 

2004). Entretanto, fica evidente também a necessidade do investimento em projetos de 

pesquisa que focalizem o desenvolvimento paralelo de programas de melhoramento 

genético devido ao fato de que esta espécie apresenta baixas taxas de crescimento em 

condições ambientais adversas principalmente no que diz respeito à salinidade e 

temperatura (Hennig e Andreatta, 1998; Tsuzuki, 1995; Wasielesky et al., 2003). 

O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma metodologia para investigar a 

expressão de genes envolvidos com os processos de crescimento e tolerância à 

salinidade do camarão-rosa, visto que estes processos ainda não são inteiramente 

conhecidos em crustáceos (Jackson e Wang, 1998; Decamp et al., 2003; Alvarez et al., 

2004). Existem várias técnicas utilizadas atualmente para determinar perfis de expressão 

gênica e para identificar genes transcritos diferencialmente em condições específicas. A 

escolha do método  depende de vários fatores, como o tipo de problema a ser resolvido, 

as informações de seqüências disponíveis para a espécie ou gênero, e a abundância de 

padrões transcritos em uma célula ou tecido, que possibilitaria esta identificação dos 

genes expressos diferencialmente. 

No caso deste estudo, foi testada uma combinação de metodologias utilizadas 

atualmente, visando uma adaptação que apresentasse uma eficiência metodológica e 

uma relação custo-benefício favorável. O método DDRT-PCR (differential display 

reverse transcriptase - polimerase chain reaction) foi descrito pela primeira vez por 

Liang e Pardee (1992), com a intenção de prover uma ferramenta efetiva para detectar 
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espécies de RNA individuais que são expressos diferencialmente em distintos tipos de 

células eucarióticas, e então permitir recuperar e clonar os ácidos desoxirribonucleicos 

complementares (cDNAs) correspondentes. Este método pode ser usado para 

identificação de qualquer gene expresso diferencialmente de uma maneira rápida e 

eficiente, permitindo a determinação de perfis de transcrição com base qualitativa ou 

semi-quantitativa (Kuhn, 2001; Ponsuksili et al., 2001; Rahmanm et al., 2003). Desde 

sua introdução, centenas de aplicações tem sido descritas utilizando variações da 

DDRT-PCR em organismos de todos os tipos. Desta forma, uma adaptação da 

metodologia foi aplicada em camarões que foram cultivados em diferentes salinidades, e 

que apresentaram um tamanho diferenciado no final do cultivo com o intuito de se 

identificar os genes relacionados com o crescimento e a tolerância à salinidade no 

camarão-rosa. Pesquisas nesta área podem auxiliar a resolver grande parte dos 

problemas encontrados na carcinicultura realizada na região sul do Brasil, pois afetam 

de maneira significativa a produtividade em regiões temperadas (Hennig e Andreatta, 

1998; Tsuzuki et al., 2000; Wasielesky, 2000). 

 
2. Material e Métodos 

 

2.1. Obtenção do material biológico 

 

Os camarões utilizados neste trabalho, foram produzidos na Estação Marinha de 

Aquacultura (FURG), a partir de reprodutores selvagens de F. paulensis capturados no 

litoral sul do Brasil. Foram cultivadas um total de 1200 pós-larvas com idade de 47 dias 

(PL47) em dois tratamentos, com salinidades 5 e 30 respectivamente. Após 60 dias de 

cultivo, foram separados os quinze camarões mais leves e os quinze mais pesados de cada 

tratamento, sendo imediatamente estocados em nitrogênio líquido até a realização das 

análises genéticas. 

 

2.2. Isolamento do RNA total 

 

 O RNA total foi isolado a partir de um corte transversal da região do céfalotórax 

que contém o pedúnculo ocular dos camarões (50 mg de tecido), utilizando-se  

TRIzol®Reagent (Invitrogen, Life Technologies), de acordo com o protocolo do 
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fabricante. A quantificação do RNA foi feita por espectrofotometria, e a integridade 

checada por eletroforese em gel com 1% de agarose, contendo o tampão TAE (Tris-

Acetato-EDTA) e corado com brometo de etídio. Foi utilizado o Kit MessageMaker® 

Reagent Assembly (Invitrogen, Life Technologies) para a purificação do RNA 

mensageiro. 

 

2.3. Síntese do cDNA e DDRT-PCR 

 

Em primeiro lugar, calculou-se a quantidade de RNA purificado para se obter 

uma concentração de 5 µg de por amostra, completando-se ao volume final de 11 µL 

com água tratada com DEPC (Dietil-pirocarbonato), um inibidor de RNAses. Iniciou-se 

a síntese do cDNA fita simples, acrescentando-se à amostra 1µL do oligonucleotídeo 

iniciador (primer) AP (5'-GGCCAGGCGTCGACTAGTAC(dT)17 -3'), 1 µL de dNTP 

Mix (10 mM) e aquecendo-se à 65°C por 5 minutos. A amostra foi então transferida 

para o gelo por 1 min., centrifugada e acrescida de 4 µL do tampão fita-simples (250 

mM Tris-HCl, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) e 2 µL de DTT (1 mM). Seguiu-se uma 

incubação à 42°C por 2 horas, adicionou-se 1 µL (200 unidades) da enzima 

SuperScript™ II Rnase H¯ Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies) e 

incubou-se por mais 50 min., parando-se a reação com aquecimento à 70°C por 15 

minutos. Acrescentou-se à reação, 1 µL de RNAse H e incubou-se à 37°C por 50 

minutos, para desintegrar a fita de RNA que serviu de molde para o cDNA, sobrando 

apenas as fitas simples de DNA. As amostras de cDNA, foram purificadas com o kit 

GlassMAXcDNA Purification System (Invitrogen, Life Technologies), diluídas na 

proporção de 1:10, e estocadas à -20°C para as subsequentes reações de PCR. 

Nas reações de PCR, foram utilizados 31 primers arbitrários (Tabela 1) da 

Operon Technologies (Alameda, CA), combinados com o primer universal de 

amplificação UAP (5'-CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGT-3', 

Invitrogen, Life Technologies). Cada reação era composta de uma mistura com 14,2 

µL de água purificada RNAse free (Invitrogen, Life Technologies), 2,0 µL de tampão 

PCR10X, 1,0 µL de BSA purificada (albumina de soro bovino – bovine serum 

albumine, 10 mg/mL),  0,8 µL de cDNA, 0,6 µL MgCl2 (50 mM), 0,4 µL dNTP (2,5 

mM), 0,4 µL do primer arbitrário (10 pM/µL), 0,4 µL do primer UAP e 0,2 µL (5 
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unidades/µL) de PlatinumTaq DNA Polimerase (Invitrogen, Life Technologies), 

completando um volume final de 20 µL. O programa utilizado inicia-se com uma 

desnaturação inicial de 1 min. à 94°C, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 seg, referente 

a desnaturação em cada início de ciclo, 40°C por 1 min, correspondente ao anelamento 

dos primers, e 72°C por 1 min. e 30 seg, relativo a fase de extensão. Após os 40 ciclos, 

finaliza-se a reação com o passo de extensão final por 5 min à 72°C. Os produtos da 

PCR, foram aplicados em gel de agarose 2%, e corados com brometo de etídio. As 

corridas eletroforéticas foram realizadas com a potência de 100 W de corrente contínua, 

e a visualização realizada sobre um transluminador ultra-violeta. 

 

2.4. Recuperação e clonagem dos produtos da expressão diferencial (DD) 

 

 Os padrões de bandas da expressão diferencial, foram examinados comparando-

se os camarões maiores e menores, provenientes das salinidades baixa (5) e alta (30). As 

bandas presentes e com forte expressão nos camarões maiores, e ausentes ou com 

expressão fraca nos menores foram extraídas do gel com o kit ConcertGel extraction 

System (Invitrogen, Life Technologies), de acordo com o protocolo do fabricante. Os 

produtos extraídos com sucesso, foram clonados usando-se o kit para sequenciamento 

TOPO TA CloningKit For Sequencing (Invitrogen, Life Technologies), segundo a 

metodologia do fabricante. 

 

2.5. Sequenciamento 

 

 Os clones foram sequenciados bi-direcionalmente, utilizando os primers de 

sequenciamento M13F e M13R (Invitrogen, Life Technologies) no sequenciador 

automático MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences). As sequências de 

nucleotídeos obtidas foram traduzidas em sequências de aminoácidos e estas  

submetidas a comparação com os dados presentes no Banco Mundial de Genes 

(GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta de busca BLASTP 

(Basic Local Alignment Search Tool Protein).  
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Tabela 1.  

Seqüências dos primers 5’arbitrários utilizados 

Primer Seqüência de Bases Primer Seqüência de Bases 

AB-01 5'-CCGTCGGTAG-3' AB-17 5'-TCGCATCCAG-3' 

AB-02 5'-GGAAACCCCT-3' AB-18 5'-CTGGCGTGTC-3' 

AB-03 5'-TGGCGCACAC-3' AB-19 5'-ACACCGATGG-3' 

AB-04 5'-GGCACGCGTT-3' AB-20 5'-CTTCTCGGAC-3' 

AB-05 5'-CCCGAAGCGA-3' AC-05 5'-GTTAGTGCGG-3' 

AB-06 5'-GTGGCTTGGA-3' AC-07 5'-GTGGCCGATG-3' 

AB-07 5'-GTAAACCGCC-3' AD-06 5'-AAGTGCACGG-3' 

AB-08 5'-GTTACGGACC-3' AD-07 5'-CCCTACTGGT-3' 

AB-09 5'-GGGCGACTAC-3' S-05 5'-TTTGGGGCCT-3' 

AB-10 5'-TTCCCTCCCA-3' S-06 5'-GATACCTCGG-3' 

AB-11 5'-GTGCGCAATG-3' S-08 5'-TTCAGGGTGG-3' 

AB-12 5'-CCTGTACCGA-3' D-01 5'-ACCGCGAAGG-3' 

AB-13 5'-CCTACCGTGG-3' G-05 5'-CTGAGACGGA-3' 

AB-14 5'-AAGTGCGACC-3' B-02 5'-TGATCCCTGG-3' 

AB-15 5'-CCTCCTTCTC-3' B-08 5'-GTCCACACGG-3' 

AB-16 5'-CCCGGATGGT-3'   

 
 
 
3. Resultados 
 

No final do experimento de crescimento, os indivíduos menores e maiores 

obtidos a partir dos cultivos em diferentes salinidades, tiveram peso médio igual a 0,55 g 

e 1,50 g para o tratamento com salinidade 5, e 0,41 g e 1,36 g na salinidade 30, 

respectivamente. Os primers G-05 (5'-CTGAGACGGA-3'), S-08 (5'-TTCAGGGTGG-

3'), AB-04 (5'-GGCACGCGTT-3’) e S-06 (5'-GATACCTCGG-3'), contra o primer 

reverso UAP nas PCRs, amplificaram fragmentos de DNA com tamanho aproximado de 

300, 600, 900 e 1300 pares de bases. Estes fragmentos representam genes se 

expressando fortemente nas reações que continham os cDNAs sintetizados a partir dos 

camarões grandes, e, no caso do primer AB-04, não apareciam ou expressava-se 

fracamente nos pequenos (Figura 1). As bandas amplificadas pelos primers G-05 e S-08 

foram sequenciadas e após realizada a busca utilizando a ferramenta BLASTP, 

identificou-se os genes que codificam as proteínas ciclofilina e hemocianina, as quais 
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foram submetidas ao GenBank e encontram-se disponíveis sob os números de acesso 

AY775150 e AY775151 (vide anexos). As seqüências obtidas para a ciclofilina e 

hemocianina estão apresentadas nas figuras 2 e 3, e os alinhamentos significativos com 

as sequências de outras espécies são apresentadas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.  

 

 

 
Figura 1. Padrão de bandas diferenciais expressas (setas) utilizando-se os primers AB-04 e UAP. S5 e 

S30, salinidades 5 e 30, repectivamente. G1, G2, P1 e P2, cDNA dos camarões grandes 1 e 2, pequenos 1 

e 2, respectivamente. 
 

  

 

1Kb G1 G2 P1 P2 G1 G2 P1 P2 

S 5 S 30 
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 1 ggagatggaactggaggtgtcagcatctatggagataggtttgctgatgagaacttcaag 
     G  D  G  T  G  G  V  S  I  Y  G  D  R  F  A  D  E  N  F  K   20 
 61 ctgaagcactatggacctggatggctttccatggcaaatgctggaaaggacaccaatgga 
     L  K  H  Y  G  P  G  W  L  S  M  A  N  A  G  K  D  T  N  G   40 
121 tctcagttcttcatcactactgtcaagaccccatggctggatggaaggcacgttgttttt 
     S  Q  F  F  I  T  T  V  K  T  P  W  L  D  G  R  H  V  V  F   60 
181 ggcaaagtgctaactggcatgaatgtggtgagggatattgaagcagttcaaactagaaat 
     G  K  V  L  T  G  M  N  V  V  R  D  I  E  A  V  Q  T  R  N   80  
241 gataagcctgttcaagaggtcaagattgtagattctggagccattccagtagaaacccca 
     D  K  P  V  Q  E  V  K  I  V  D  S  G  A  I  P  V  E  T  P  100 
301 ttcagagtaacaaaggagggtgtccaataatagaagcatttcctttataaaataaaaagt 
     F  R  V  T  K  E  G  V  Q  *                                109 
361 aatctgtcttagcacaagagctgctttacatgttttctttcaacagaatcgtgggcaaaa 
 
421 cggttaatattgatattcgtattgttactttaaaaaggaatacttgtttgacaagtagat 
 
481 gtgttgtctgtactggcttgcaaaattttgtaagtgtaataaatttctacattagaaaaa 

541 aaaaaaaaaaaaaaaa 

Fig.2. Sequência nucleotídica parcial do cDNA da Ciclofilina do camarão-rosa Farfantepenaeus paulensis 

(Genbank AY775150) e a sequência de aminoácidos deduzida da proteína. Nucleotídeos e aminoácidos 

estão numerados nos lados esquerdo e direito, respectivamente. O asterisco indica o códon de terminação. 

O sinal de poliadenilação está sublinhado. 

 

 

  1 gagacggatggtgaagccgacgcagctgtagagggacttcacgagaataccgaattcaac 
     E  T  D  G  E  A  D  A  A  V  E  G  L  H  E  N  T  E  F  N  20 
 61 cactatgatgctcatggtaaataccctgataatcgcccacatggctaccctctggatcgc 
     H  Y  D  A  H  G  K  Y  P  D  N  R  P  H  G  Y  P  L  D  R  40 
121 aaagttccagatgaccgcgtgtttgaagaccttcccaacttcaagcacatccaagtaaag 
     K  V  P  D  D  R  V  F  E  D  L  P  N  F  K  H  I  Q  V  K  60 
181 gtcttcaatcgtggtgaacatatccatcaccattaacttggaatatgaacaaatgccacg 
     V  F  N  R  G  E  H  I  H  H  H  *                          71 
241 ttttatttatcttctttaaaggtcatgaataaagtcatatacattcaaaaaaaaaaaaa 

Fig.3. Sequência nucleotídica parcial do cDNA da Hemocianina do camarão-rosa Farfantepenaeus 

paulensis (Genbank AY775151) e a sequência de aminoácidos deduzida da proteína. Nucleotídeos e 

aminoácidos estão numerados nos lados esquerdo e direito, respectivamente. O asterisco indica o códon 

de terminação. O sinal de poliadenilação está sublinhado. 
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Tabela 2.  

Alinhamentos significativos com a Ciclofilina de Farfantepenaeus paulensis 

N. de acesso no GenBank Espécie % de similaridade 

AAH59560 Danio rerio  78 
AAA37498 Mus musculus 75 
AAA49064 Gallus gallus 74 
CAE69202 Caenorhabditis briggsae 71 
AAX44050 Homo sapiens 73 
AAH54168 Xenopus laevis 74 
BAA23764 Tachypleus tridentatus 74 
AAM63473 Arabidopsis thaliana 70 

 
 
 
 
Tabela 3 .  
Alinhamentos significativos com a Hemocianina de Farfantepenaeus paulensis 
N. de acesso no GenBank Espécie % de similaridade 
AAL27460 Penaeus monodon 86 
CAB85965 Penaeus vannamei 84 
AAW57891 Cancer magister 76 
CAB38043 Homarus americanus 55 
AAF64305 Callinectes sapidus 56 
AAB22190 Panulirus interruptus 61 
 
 
 
 
4. Discussão 
 

A análise da expressão de genes sob condições específicas, assim como a 

identificação e bioprospecção destes, são temas muito abordados atualmente, devido ao 

constante desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de biologia molecular. 

Técnicas utilizando métodos combinados têm sido muito utilizadas, como cDNA-AFLP 

(Bachem et al., 1996), baseada em amplificação seletiva por fragmentos de restrição 

ligados a adaptadores, derivados do cDNA. SAGE (Vescullescu et al., 1995), que faz 

uma análise serial de expressão gênica, utilizando fragmentos curtos designados com 

cauda, extraídos de moléculas do cDNA que são encaudados, clonados e sequenciados. 

RC4D (Fischer et al., 1995), que combina a técnica de cDNA-AFLP com uma versão 

específica de família do gene da técnica DDRT-PCR ou ainda, a combinação da DDRT-

PCR com AFLP (Fischer et al., 1995), que serve para caracterizar o DNA genômico. O 
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desenvolvimento de marcadores tipo microsatélites em peneídeos também pode ser usado 

como uma importante ferramenta em programas de reprodução, assim como aplicações da 

tecnologia AFLP tem sido usada para identificação de espécies e análises de filogenia, em 

camarões peneídeos (Cruz et al., 2004; Wang et al., 2004), e mapeamento genético de 

espécies como Penaeus monodon e Marsupenaeus japonicus (Wilson et al., 2002; Li et al., 

2002). Adicionalmente, metodologias que envolvem equipamentos de alto custo, 

utilizam microarranjos de cDNA (Schena et al., 1996) e   microchip, com as quais pode-

se gravar um genoma completo com alta acurácia em um simples chip de DNA (Kuhn, 

2001), ou ainda combinar com técnicas de transgenia, incrementando taxas de 

crescimento, e aumentando a resistência a patógenos e fatores estressantes (Melamed et 

al., 2002).  

Técnicas relativamente mais simplificadas, porém muito utilizadas, baseiam-se 

no desenvolvimento de marcadores moleculares usando primers do tipo RAPD (Garcia 

e Benzie, 1995), e têm como característica básica de distinção, a utilização de um único 

primer ao invés de um par, obtendo-se uma ou mais seqüências desconhecidas, que 

podem ser amplificadas nas duas direções da fita simples do cDNA. No caso deste 

estudo, utilizou-se o primer reverso universal de amplificação UAP, que possui os 

mesmos sítios de ligações do primer AP usado na síntese do cDNA, contra um 

oligoprimer arbitrário (tipo RAPD). Como o primer UAP possui uma seqüência com 

várias bases de timina (dT)17, que se anelam com a cauda poli-A da extremidade final 3’ 

não-codificante do gene, tem-se a desvantagem de se obter um menor número no padrão 

de bandas. Por outro lado, a vantagem desta variação na metodologia será observada na 

etapa de análise da seqüência do gene, permitindo que se saiba a orientação da 

seqüência que deve ser seguida, para se fazer a busca BLASTP, facilitando a 

identificação e comparação por homologia da seqüência obtida no GenBank. Outra 

adaptação do método original, que utiliza visualização por autoradiografia e atualmente 

gel de poliacrilamida, foi a utilização de gel de agarose concentrado à 2% corado com 

brometo de etídio, que permite a visualização em transluminador com luz ultra-violeta. 

Esta adaptação reduz o custo e o tempo necessários para corrida eletroforética e para a 

detecção por radioatividade ou coloração com nitrato de prata, segundo a técnica 

original. 
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Apesar de utilizar um reduzido número de primers, a metodologia demonstrou-

se funcional e eficiente, detectando dois genes inéditos (Figuras 1 e 2) com provável 

importância relacionada com o crescimento dos camarões desta espécie. A ciclofilina é 

codificada por um gene conservado ao longo da evolução, desde bactérias até humanos 

e possui alta afinidade com a droga imunosupressiva ciclosporina (Caroni et al., 1991; 

Martinez-Gonzalez e Hegardt, 1995). Apresenta um grau de similaridade com 

organismos representantes de Filos dos Reinos Animal e Vegetal, disponíveis no 

Genbank (Tabela 1). Tem importância para a agricultura tradicional, onde se observou a 

expressão deste gene em plantas atacadas por insetos herbívoros, infecções patógenas e 

outros estresses, e transgênica, onde plantas modificadas para este gene demonstraram 

um incremento na habilidade de se adaptar a severos estresses de campo (Hare et al., 

1996; Fidantsef et al., 1999; Zhang et al., 2004). É uma proteína intracelular anti-

fúngica, reportada como molécula imunomodulatória envolvida com processos muito 

importantes, como encapsulamento de proteínas in vivo, tráfego de proteínas, podem 

funcionar como chaperonas e têm sido associadas à respostas ao estresse oxidativo 

(Galat, 1993; Galat e Metcalfe, 1995; Bugli et al., 1998; Guedes et al., 2005). Esta 

peptidil-prolil cis-trans isomerase relaciona-se com o complexo calciomodulina-

calcineurina no citoplasma, que tem como função aumentar a disponibilidade de cálcio 

intracelular e promover a desfosforilação do fator nuclear de ativação das células T 

(NF-AT). O NF-AT desfosforilado, torna-se hábil para entrar pela membrana nuclear e 

atuar como ativador de transcrição do gene da interleucina-2, que é o fator de 

crescimento das células T, promovendo também a proliferação de células do sistema 

imunológico, como os macrófagos e células B (Hamilton e Steiner, 1998; Ivery, 1998; 

Gothel e Marahiel, 1999). Os processos envolvidos e relacionados com  o gene que foi 

detectado a partir do RNAm dos camarões grandes deste experimento, podem sugerir 

que estes animais estavam expressando uma condição imunológica melhor do que os 

pequenos, tendo como conseqüência uma disponibilidade maior de energia para a 

síntese protéica, gerando um maior crescimento em biomassa. Este crescimento 

diferenciado pode ter conexão com o outro gene identificado durante a prospecção, a 

hemocianina. 

A hemocianina é o polipeptídeo de maior peso molecular conhecido e uma das 

maiores moléculas em tamanho na natureza. Trata-se de uma macromolécula 
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metaloprotéica que possui em sua estrutura átomos de cobre, sendo responsável pelo 

transporte circulatório de oxigênio em artrópodos e moluscos (Rainer e Brouwer, 1993; 

Lieb et al., 2001). Pode ser usada como ferramenta para monitorar o estado fisiológico 

em animais expostos a diferentes condições ambientais, como altas concentrações de 

nitrogênio amoniacal, nitrito ou diferentes salinidades (Chen et al., 1994; Schmitt e 

Santos, 1999; Cheng et al., 2001; Cheng et al., 2002). Atualmente tem sido 

intensivamente utilizada em pesquisas na área de biomédicas como insumo para 

produzir anticorpos e antígenos em mamíferos, por estimular respostas imunológicas a 

antígenos associados a tumores (Amato et al., 2004; Buskas e Boons, 2004; Gore et al., 

2004). O potencial de inibir e reduzir a expressão em células com câncer de Barret 

sugere um promissor desenvolvimento no tratamento da doença (McFadden, 2003; 

Vona-Davis et al., 2004). É usado como imunogene em terapias com pacientes 

infectados com HIV (Azoulay et al., 2004), e, associado a derivados de antígenos 

tumorais, é um promissor candidato a vacinas imunoterapeuticas polivalentes para 

pacientes com carcinomas de vários tipos (May et al., 2003; Ragupathi et al., 2003; Pan 

et al., 2005). Na área de suinocultura, pode ser aplicado com sucesso, conjugado a 

vacinas polivalentes preventivas (Walders, 2005). A hemocianina pode se apresentar 

como diferentes tipos entre as espécies, assim como diferentes formas alélicas podem 

ser encontradas na mesma espécie. A descoberta de variantes que podem se expressar 

em organismos da mesma espécie, maiores ou menores, por exemplo, possibilitaria o 

desenvolvimento de marcadores moleculares relacionados ao tamanho dos camarões. O 

gene encontrado no presente trabalho, pode ser considerado um tipo encontrado nos 

camarões grandes, sugerindo a possibilidade de se buscar outras formas em organismos 

com diferentes tamanhos, o que permitiria uma aplicação de melhoramento genético 

utilizando-se este tipo de marcador molecular. A forte expressão deste gene apenas nos 

camarões maiores pode estar relacionada com o tamanho dos animais. Considerando 

que o maior peso encontrado é decorrente da maior taxa de síntese protéica no 

organismo, este fato está diretamente ligado ao aumento da produção de ATP, que por 

sua vez demanda uma maior quantidade de oxigênio disponível nas mitocôndrias. 

Finalmente, explicando a maior expressão do gene encontrado, o transporte destas 

moléculas de oxigênio é realizado pelo pigmento respiratório dos crustáceos, a 

hemocianina. 
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A forma de hemocianina encontrada também apresentou uma alta similaridade 

com outros genes de crustáceos, com seqüências disponíveis no GenBank (Tabela 2). 

Atualmente, existem inúmeras publicações existentes na área da medicina humana e 

veterinária, utilizando diferentes formas de hemocianina, de diversas espécies, em 

imunoensaios e terapias para doenças de vários tipos.  Este fato sugere a possibilidade 

de se iniciar pesquisas na área de bioprospecção do gene encontrado neste trabalho, 

oferecendo novas perspectivas de estudos geradas a partir de técnicas biomoleculares 

associadas à aquacultura. 

 

5. Conclusão 

 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a metodologia utilizada 

apresentou uma relação custo-benefício satisfatória, e foi eficiente na identificação de 

genes em um espaço de tempo relativamente curto. Os dois genes encontrados estavam 

expressando-se nos camarões maiores e não nos menores, o que pode sugerir uma 

influência destes no crescimento diferenciado dos organismos no final do cultivo. A 

relação destes genes com características importantes pode ser utilizada em estudos 

futuros com camarões e outros organismos interessantes para a aquacultura. 
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Conclusão geral 

 

Os camarões no estágio juvenil apresentaram um melhor crescimento na 

salinidade 5 do que na salinidade 30, provavelmente pela relação multifuncional entre 

os genes que realizam a osmoregulação e promovem o crescimento. 

A prospecção dos possíveis genes envolvidos neste crescimento diferencial foi 

satisfatória, visto que foi aplicada uma metodologia que demonstrou ser eficiente, 

acessível economicamente e com bons resultados a curto prazo. 

As perspectivas futuras de se utilizar os genes encontrados, em estudos paralelos 

de bioprospecção aplicados diretamente à saúde humana, abre novas perspectivas para a 

pesquisa realizada atualmente na área da aquacultura. O campo de pesquisa que utiliza 

ferramentas biomoleculares poderá auxiliar a carcinicultura nacional, desenvolvendo 

marcadores moleculares para serem usados em programas de melhoramento genético, 

assim como reprodutores modificados geneticamente para genes imunoreguladores 

como a ciclofilina, poderão produzir proles mais resistentes às infecções virais, fato o 

qual têm preocupado os pesquisadores e principalmente os produtores, atualmente. O 

antagônico paradigma do desejo de gerenciamento visando crescentes incrementos na 

produção, com resistência à doenças virais geralmente associadas a insustentabilidade 

do meio ambiente, poderá ser mantido se técnicas de transgenia forem aplicadas à 

pesquisa na aquacultura. 
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