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Resumo Geral

Na primeira etapa deste estudo, foram realizados experimentos para avaliar o
crescimento e sobrevivéncia de camarBes nativos do sul do Brasil, da espécie
Farfantepenaeus paulensis, cultivados em diferentes salinidades. Para isso, grupos de
200 PLA7 (pos-larvas com idade de 47 dias), com peso inicial médio (+DP) de 0,022 g
(£0,008), produzidas na Estacdo Marinha de Aquacultura (FURG) foram cultivadas
durante 60 dias em gaiolas (1m®) suspensas em dois tanques com 20.000 L de &gua, nas
salinidades 5 e 30. Os niveis de salinidade foram considerados diferentes tratamentos, 0s
quais contaram com trés repeticdes cada. Os camardes foram alimentados ad libitum, com
uma racdo comercial fornecida duas vezes ao dia em bandejas. As médias (£DP) de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e amodnia total (N-AT) foram 25,5°C (£1,9); 8,07
(£0,13); 5,16 mg/L (x1,07) e 0,042 mg/L (x0,013), respectivamente, sendo estes valores
considerados aceitaveis para esta espécie. Ao final do experimento, os camardes foram
contados e pesados, apresentando uma sobrevivéncia 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 camarbes aclimatados na salinidade
mais baixa, com médias (+DP) de peso final iguais a 1,08 g (£0,3) e 0,62 g (x0,15) na
salinidade 30. Estes resultados provavelmente refletem a agéo de genes induzidos pela
baixa salinidade que também tém efeito sobre o crescimento. Dando prosseguimento ao
trabalho, os cinco camardes mais leves e os cinco mais pesados de cada repeti¢do foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido para a etapa posterior. Na segunda fase
deste trabalho, foi realizado um estudo de prospecc¢do génica utilizando 0s organismos
que apresentaram um crescimento diferenciado, com o objetivo de identificar genes
relacionados com o processo de crescimento e tolerancia & salinidade. O método testado
foi uma adaptacédo da técnica usual de anélise da expressdo diferencial de genes, através
da transcricdo reversa do RNA total seguida pela reacdo em cadeia da polimerase
(DDRT-PCR). Utilizando-se os tecidos criopreservados dos camardes, foi extraido o
RNA total e produzidos os respectivos DNAs complementares (cDNASs). A partir da
comparagédo entre 0s genes transcritos nas duas classes de tamanho, foram identificados
genes com expressdo diferencial na comparagdo entre individuos grandes e pequenos.
Dois destes genes, até entdo desconhecidos para o camardo-rosa (ciclofilina e

hemocianina), foram isolados, clonados, sequenciados e comparados com genes de



outras espécies armazenados no Banco Mundial de genes (Genbank). Os resultados
obtidos neste estudo demonstram a viabilidade da metodologia utilizada na

identificacdo de genes relacionados com caracteristicas importantes para a aquicultura.



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 (x0,008),
produced at Estagdo Marinha de Aquacultura of Fundagdo 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 (x1,9); 8,07 (x0,13); 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
(xSD) of final weight 1,08 g (£0,3), and 0,62 g (x0,15) 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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Introducdo Geral

A aqlicultura tem se desenvolvido com sucesso no Brasil, e a producdo de
camardes tem se destacado. Segundo dados da Associacdo Brasileira de Criadores de
Camardes (ABCC), a producdo 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 producdo tem a regido Nordeste

como principal produtor, com 96% da producdo nacional e baseia-se exclusivamente na
espécie exoética Litopenaeus vannamei. Além das vantagens de se possuir um
consideravel conhecimento a respeito da biologia e metodologia de cultivo, esta espécie
terd seu genoma sequenciado por pesquisadores de uma rede de laboratdrios no Brasil

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

Por outro lado, apresenta-se o camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis (Pérez-
Farfante, 1967), um peneideo marinho abundante em aguas subtropicais do Atlantico
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 Estagdo Marinha de Aquacultura da
Fundagdo Universidade Federal do Rio Grande — FURG, podendo representar uma
importante atividade para populacdes de pescadores artesanais que apresentam baixa
capacidade de investimento no pais (Wasielesky, 1999; Vaz et al., 2004). Os resultados
encontrados em trabalhos utilizando este peneideo, tém demonstrado o potencial da
espécie como uma alternativa viavel de cultivo. Para citar alguns exemplos, foram
realizados estudos avaliando os efeitos de parametros fisico-quimicos no crescimento e
sobrevivéncia de pos-larvas (Corleto et al., 1993; Wasielesky, 2000; Tsuzuki et al.,
2003), efeitos toxicos 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), avaliacdo da alimentagdo utilizando microorganismos,
residuos de pescado e racdo comercial (Thompson et al., 1999; Santos et al., 2000;
Domingos, 2001; Thompson et al., 2002), composi¢do da fauna invertebrada benténica
nos cercados de cultivo e o impacto do cultivo nas comunidades bentdnicas adjacentes
(Poersch et al., 2003; Soares et al., 2004) e a analise das alteracdes no teor da matéria
organica no sedimento decorrente do cultivo em cercados (Esteves et al., 1999), sdo

alguns exemplos dos diferentes estudos desenvolvidos para a espécie. Além disso,



comparagOes entre as performances reprodutivas de matrizes selvagens e de cativeiro
(Cavalli et al., 1997; Peixoto et al., 2003a), experimentos com inseminacéo artificial e
estudos relacionados com a maturacdo nos ovarios, tém permitido considerdveis
avangos no conhecimento da biologia reprodutiva desta espécie (Peixoto et al., 2003b;
Peixoto et al., 2004). Finalmente, a metodologia desenvolvida para a larvicultura esta
sob controle e a espécie é o alvo no projeto de cultivo de camardes marinhos nativos em
gaiolas, cercados e viveiros na regido sul do Brasil (Wasielesky et al., 1995;
Wasielesky, 1999; Wasielesky et al., 2002).

Embora estes avangos no conhecimento da biologia reprodutiva do camar&o-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 identificagdo de
marcadores moleculares ou genes relacionados com caracteristicas comercialmente
importantes, assim como possibilitar o estudo da variabilidade genética como uma
ferramenta importante para a selecdo geneticamente assistida de reprodutores, inferindo
sobre questdes como niveis de endogamia e heterozigosidade dentro das unidades de
cultivo. No caso deste estudo, investiga-se a possibilidade do aumento da produtividade
deste camardo em relagdo as suas taxas de crescimento, especialmente em condi¢Oes
estressantes de salinidade, que afetam de maneira significativa a produtividade deste
crustaceo em cultivo (Tsuzuki et al., 2000; Wasielesky et al., 2003).

O crescimento em crustaceos pode ser expresso cOmo um processo intermitente
centralizado na ecdise, ou seja, quando o exoesqueleto antigo é liberado, o volume
corporal aumenta devido a incorporagéo de &gua. A regulacéo do crescimento muscular
neste momento &€ um processo complexo envolvendo um controle refinado entre a
sintese protéica muscular e as taxas de degradacdo. Embora os fatores responsaveis por
esta regulacdo ndo tenham sido ainda determinados, os mecanismos que regulam este
processo aparentam ser tecido-especificos, envolvendo uma combinacdo de
processamento transducional e regulacdo transcricional que podem variar de espécie
para espécie (Whiteley e El Haj, 1997). Hormdnios ecdisterdides tém sido implicados
no controle ciclico do crescimento tissular durante a muda, os quais provavelmente

desencadeiam respostas intracelulares em cascata de uma série de genes envolvidos



neste processo (Koelle et al., 1991). Existem vérias técnicas utilizadas atualmente para
determinar estes perfis de expressdo génica e para identificar genes expressos
diferencialmente sob condicOes especificas. Para este estudo, foi escolhido uma das
metodologias mais utilizadas atualmente, por sua relagdo custo-beneficio favoréavel, o
método da expressdo diferencial de genes identificados pela reacdo em cadeia da
polimerase a partir da transcricdo reversa do &cido 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
intencdo de prover uma ferramenta efetiva para detectar espécies de RNA individuais
que sao expressos diferencialmente em distintos tipos de células eucarioticas, e entdo
permitir recuperar e clonar os acidos desoxirribonucleicos complementares (CDNAS)
correspondentes. Este método pode ser usado para identificacdo de qualquer gene
expresso diferencialmente (Kuhn, 2001), e permite a determinagdo de perfis de
transcricdo com base qualitativa ou semi-quantitativa (Rahmanm et al., 2003). Desde
sua introdugdo, centenas de aplicagdes tem sido descritas utilizando a DDRT-PCR.
Assim sendo, aplicou-se esta metodologia com algumas adapta¢es do método original
em camarfes cultivados em diferentes salinidades, com o objetivo de obter de
organismos com tamanho diferenciado, e a posterior identificagdo dos genes de
interesse, que possam estar relacionados com o crescimento.

Para isto, considerando-se que a dissertacdo est4 sendo apresentada na forma de
trabalho cientifico, dividiu-se o estudo em dois capitulos. No primeiro capitulo,
apresentam-se os resultados de crescimento e sobrevivéncia obtidos durante a fase de
cultivo, na qual os camardes foram submetidos ao crescimento em diferentes
salinidades. De acordo com estudos publicados sobre a preferéncia de pds-larvas e
juvenis de peneideos de varias espécies por aguas 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 a condigdo marinha de onde provém
as pos-larvas do ambiente natural (D’Incao, 1991). Ao final desta etapa, foram pesados
individualmente todos os camardes, selecionados os maiores e 0s menores de cada
repeticdo dos dois tratamentos, e congelados em nitrogénio liquido, para a fase posterior

de anélise genética.



No segundo capitulo, foi testada a metodologia de prospeccdo génica, baseada
na técnica de DDRT-PCR. Com essa finalidade, foram extraidos o RNA total dos
camardes selecionados e produzidos os respectivos cDNAs por RT-PCR. Utilizando-se
primers arbitrarios, foram investigados 0s genes que estavam se expressando
diferencialmente nos camardes maiores, menores ou entre os tratamentos de salinidades
alta e baixa. Os genes considerados potencialmente interessantes, por estarem se
expressando nos camardes maiores e ndo nos menores, foram separados, analisados e
discutidos.

As sequiéncias parciais obtidas destes genes estdo disponiveis no Banco Mundial
de Genes (GenBank), e poderdo ser usadas como marcadores moleculares em estudos
futuros, permitindo uma aplicacéo préatica de selecdo geneticamente assistida, como por
exemplo, analisar o genoma dos reprodutores que sdo capturados a cada ano.
Identificando-se as matrizes que possuem genes ou seus alelos mais eficientes para as
condigdes de cultivo, seré possivel avaliar e comparar a performance de qualquer matriz
reprodutora selvagem com os reprodutores selecionados (Preston et al., 2004). Como
consequiéncia de um estudo deste nivel, surgiria a criagcdo e manutencéo de linhagens
progenitoras, geneticamente segregadas para resisténcia em condicdes fisiologicas
estressantes (Lemaire et al., 2002). Este tipo de estudo serd interessante para a regido do
estuario da Lagoa dos Patos, por ser a &rea na qual se desenvolve grande parte dos
experimentos da Estacdo Marinha de Aquacultura (FURG). Pode ser considerado
também, uma aproximacgéo entre a pesquisa na Universidade e as familias de pescadores
locais, estreitando a relagdo entre a pesquisa na area de biotecnologia que acontece

dentro dos laboratérios, e a aplicacdo social junto & comunidade carente local.
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Resumo

Grupos de 200 pés-larvas (PL47) de Farfantepenaeus paulensis, com peso inicial
medio (£DP) de 0,022 g (+0,008) produzidas na Estacdo Marinha de Aquacultura - FURG,

foram cultivadas durante 60 dias em gaiolas (1m°®) suspensas em dois tanques com 20.000

L de &gua nas salinidades 5 e 30. Os niveis de salinidade foram considerados diferentes
tratamentos, 0s quais contaram com trés repeti¢cOes cada. Os camardes foram alimentados
ad libitum com uma ragéo comercial fornecida duas vezes ao dia em bandejas. No tanque
com salinidade 5, as médias (+DP) de temperatura, oxigénio dissolvido, amdnia 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 parametros medidos
foram iguais a 25,63 °C (x1,60), 5,0 mg/L (x1,02), 0,045 mg/L (x0,019) e 8,04 (x0,09),
respectivamente, sendo os valores encontrados nos dois tanques de cultivo considerados
aceitaveis para esta espécie. Ao final do experimento, os camardes foram contados e
pesados, apresentando uma sobrevivéncia media de 97% para ambos tratamentos. Os
resultados obtidos demonstraram um peso final significativamente maior (P<0,05,
ANOVA seguida pelo teste de Tukey) dos camardes aclimatados na salinidade 5 em
relacdo aos cultivados em salinidade 30, com médias (xDP) de peso final iguais a 1,08 g
(£0,3) e 0,62 g (x0,15), respectivamente. Estas diferengas encontradas no peso final dos
camardes, provavelmente refletem a agcdo de genes induzidos pela baixa salinidade que

também tém efeito sobre o crescimento.

Palavras-chave: camardo peneideo; Farfantepenaeus paulensis; efeito da salinidade;

osmoregulagdo; crescimento; multi-funcionalidade de genes.
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1. Introdugéo

As pos-larvas de camarBes peneideos normalmente migram para regides
costeiras em busca de aguas estuarinas rasas e com baixa salinidade (Mair, 1980;
Preston, 1985; Dall, 1990). Vérios autores, investigando espécies de peneideos,
constataram uma maior capacidade osmorregulatéria e de adaptagdo as flutuagBes de
salinidade (Aziz e Greenwood, 1981; Rothlisberg, 1998; Kumlu et al., 2001; Pérez-
Castafieda e Defeo, 2005), provavelmente devido a uma caracteristica geneticamente
programada de eurihalinidade antes de atingirem a fase adulta (Dall, 1981).

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

peneideo que apresenta essa caracteristica, apesar de depender da pluviosidade e do
regime de ventos para entrar no estuario da Lagoa dos Patos, RS, durante a fase de pos-
larva (D’Incao, 1991). E uma espécie que se distribui desde o nordeste do Brasil (14°S),
até o nordeste da Argentina (38°S) (D'Incao, 1995). Apresenta-se em maiores
concentragBes proximo de regides estuarinas, pois desenvolve-se até o estigio pré-
adulto do seu ciclo de vida nesses ambientes, como relatado para o estuéario da Lagoa
dos Patos no sul do Brasil (D'Incao, 1991; Soares, 1999). H4 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 camardo
marinho, na Estacdo Marinha de Aquacultura da Universidade Federal do Rio Grande -
FURG (Wasielesky et al., 2003). A importancia desta atividade gerou o
desenvolvimento de um “pacote tecnoldgico” de cultivo, como uma atividade
alternativa para populagdes de pescadores artesanais que apresentam baixa capacidade
de investimento (Wasielesky, 2000).

Objetivando-se complementar essas tecnologias de cultivo, buscando otimizar a
producdo em biomassa desta espécie, investigou-se o crescimento dos camarfes em
diferentes salinidades, alta e baixa. Este cultivo foi realizado durante a fase juvenil, que
se estende, usualmente, do primeiro ao sexto més de vida para peneideos (Dall, 1990).
Para isto, foram cultivados um ndmero significativo de camardes, 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 pos-larvas utilizadas neste trabalho foram produzidas na Estacdo Marinha de
Aquacultura (FURG), a partir de reprodutores selvagens de F. paulensis coletados no
litoral sul do Brasil. Grupos de 200 pés-larvas (PL47), com peso inicial médio (+DP) de
0,022 g (+0,008), foram cultivadas durante 60 dias em gaiolas com 1m?® cada, suspensas
em dois tanques com 20.000 L de &gua, nas salinidades 5 e 30. A larvicultura é realizada
normalmente em salinidade 30, desta forma, as pos-larvas que foram submetidas ao
tratamento com salinidade 5 foram gradualmente aclimatadas. A diluicdo é realizada
misturando-se agua doce, reduzindo-se 5 unidades da salinidade por dia, até atingir a
concentragdo 15, depois € reduzida 2 unidades por dia até chegar na salinidade 5. Os dois
niveis de salinidade foram considerados diferentes tratamentos, 0s quais contaram com trés
repeticbes cada. Os camarfes foram alimentados ad libitum, com uma ragdo comercial
para camarédo fornecida duas vezes ao dia em bandejas. Durante o cultivo, manteve-se a
salinidade e aeragdo constante nos tanques, com fotoperiodo natural de verdo (14 horas
claro, 10 horas escuro). Foram medidos os pardmetros fisico-quimicos de salinidade,
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e amdnia total. A salinidade foi medida usando-se
um refratdmetro 6tico com preciséo de 1 ppm, e a amonia total (N-AT) dosada segundo o
meétodo da UNESCO (1983). Ao final desta etapa, os camardes foram contados, pesados
individualmente, e calculada a sobrevivéncia para cada gaiola a partir dos camarfes
remanescentes. A analise dos pardmetros fisico-quimicos e dados de peso dos camardes,

foi feita através da analise de variancia (ANOVA) utilizando o software Statistica® v. 5.0.

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

3. Resultados

No tanque com salinidade 5, as médias (+DP) de temperatura, oxigénio dissolvido
e percentual de saturacdo, amonia total (N-AT) e pH foram iguais a 24,92 °C (£1,53); 5,31
mg/L (£1,16); 62 %; 0,04 mg/L (x0,00) e 8,15 (x0,15), respectivamente. No tanque com
salinidade 30, os mesmos pardmetros apresentaram médias (xDP) 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 parametros fisico-quimicos analisados ndo apresentaram diferencas
significantes entre os tratamentos (P > 0,05) (Tabela 1).

Ao final do experimento, os camarfes foram contados e pesados, apresentando
uma sobrevivéncia média, para ambos tratamentos, de 97% (Tabela 2). As médias (xDP)
de peso final dos camardes cultivados na salinidade 5 e 30, foram iguais a 1,08 g (£0,3) e
0,62 g (£0,15), respectivamente, e apresentaram diferenga significativa (P < 0,05) (Tabela
2).

Tabela 1
Médias (+DP) de salinidade, temperatura (°C ), oxigénio dissolvido (OD em mg/L),
percentual de saturagdo (%), nitrogénio total na forma amoniacal (N-AT, mg/L) e pH

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

as variaveis fisico-quimicas néo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05).

Parametros 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 (x0,15) 8,04 (+0,09)
Tabela 2

Médias de peso (xDP) inicial, final e percentual de sobrevivéncia dos camardes

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

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

Salinidade 5 Salinidade 30
Peso inicial (g) 0,022 (+ 0,008)* 0,022 (+ 0,008)*
Peso final (g) 1,08 g (+0,3) 0,62 g (+0,15)"
Sobrevivéncia (%) 97,2 (x2,5)° 97,2 (+ 4,9)
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4. Discussao

A salinidade manteve-se constante dentro dos tanques, provavelmente pelo grande
volume utilizado (20.000 L), n&o interferindo no crescimento dos camarfes entre as
repeticdes, dentro de cada tratamento. Entretanto, os resultados de crescimento obtidos
demonstram uma diferenca significativa no peso final dos camarfes cultivados na
salinidade 5 em relagéo aos que cresceram na salinidade 30.

Apesar de algumas espécies, como Metapenaeus monocerus € Penaeus

semisulcatus, apresentarem melhor crescimento durante a fase de bergario em
salinidades consideradas altas para peneideos (Kumlu et al., 2001; Soyel e Kumlu,
2003), isso ndo ocorre na maioria dos casos. O crescimento diferenciado encontrado
neste trabalho estd de acordo com relatos de outros autores (D’Incao, 1991; Tsuzuki,
1995; Soares, 1999), desta espécie seguir o padrdo geral de peneideos (Dall, 1990;
Rothlisberg, 1998; Kumlu, 2001) ao procurarem regides estuarinas ou lagunares para
crescerem até a fase de pré-adulto (D’Incao, 1991). Isto pode ocorrer devido a atragdo
das pds-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 fisiologico, os camarbes peneideos necessitam de uma
concentracdo minima de sais na 4gua para manter o equilibrio osmaético no meio em que
vivem. Se 0 meio estiver acima da concentragdo de seu ponto isosmatico, 0 organismo
tenderd a hipo-regulacéo, ou seja, iré reter sais e perder 4gua por difusdo. Em ambientes
com a salinidade abaixo de seu ponto isosmotico, teriamos o processo inverso, com o
organismo tendendo a hiper-regulacdo, retendo &gua e excretando sais para evitar o
acumulo excessivo de ions em seus fluidos corporais, tendo como consequéncia a
desidratacdo celular. Desta forma, o ponto isosmotico pode ser determinado quando a
osmolalidade plasmatica do organismo em estudo for igual a do meio (Lyzfjord et al.,
2004). De acordo com essas premissas, varios autores tem determinado o ponto
isosmatico de espécies interessantes para a aquacultura, visando otimizar as taxas de
crescimento devido ao provavel menor gasto energético no processo osmorregulatorio.

No caso de peneideos, varios estudos determinaram o ponto isosmotico de
camarfes em estagio juvenil. Pode-se citar como exemplos, algumas espécies de

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

merqguiensis, 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 isosmotico igual a 22,8 (Cavalli, com. pess.).
Entretanto, esta economia no gasto energético pode ser controversa durante o cultivo de
peneideos corretamente aclimatados, como no caso do presente experimento, pois com
excegdo de casos em que 0s camardes sejam expostos a mudangas bruscas de salinidade,
0 custo da energia gasta em osmoregulacdo é muito baixo, dentro de uma ampla
variagéo de salinidade (Bishop et al., 1980; Dall, 1990).

Desta forma, considerando que as pos-larvas utilizadas neste estudo foram
devidamente aclimatadas antes do inicio do cultivo, além do gasto energético
osmoregulatério provavelmente ndo interferir no crescimento dos organismos dos dois
tratamentos, com salinidades 5 e 30, pode-se observar que o0 crescimento dos camardes
investigados no presente estudo foi melhor na salinidade baixa. Apesar desta salinidade
(5) estar mais distante do ponto isosmatico desta espécie, no estagio juvenil, do que a
salinidade do outro tratamento (30), Tsuzuki (1995) encontrou resultado semelhante,
utilizando pds-larvas da mesma espécie, com a mesma idade, porém em salinidade 10.
Complementando estes resultados, tém-se relatado resultados economicamente
interessantes, cultivando-se Litopenaeus vannamei em &guas oligohalinas, com
salinidades abaixo de 1 (Samocha, et al., 1998; McGraw et al., 2002; Saoud et al., 2003).

A influéncia dos fatores ambientais, como salinidade, temperatura e vegetacdo

aquatica, somada a dependéncia da densidade, ou abundancia no recrutamento, também
é citada como uma importante forga combinada que controla o crescimento e a

mortalidade em quatro espécies do género Farfantepenaeus (Pérez-Castafieda e Defeo,

2005) dentro de estudrios, mas provavelmente ndo influenciou nos resultados do
presente estudo. Neste trabalho, os pardmetros fisico-quimicos observados estiveram
dentro dos niveis considerados aceitaveis para esta espécie, com relagdo a salinidade
(D’Incao, 1983), temperatura (Boff e Marchiori, 1984), oxigénio dissolvido (Poersch e
Marchiori, 1992), pH (Santos e Marchiori, 1992) e nitrogénio 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 m® de gaiola, para
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evitar altos indices de mortalidade, como j& observado para esta espécie (Corleto et al.,
1993; Speck et al., 1993).

Analisados os fatores que normalmente poderiam ter afetado os resultados deste
estudo, serd avaliado o fator mais importante e conclusivo deste trabalho, o efeito
pleiotrépico que pode ser gerado pelos genes relacionados com a osmoregulacéo e o
crescimento. Apesar deste mecanismo ndo ser bem conhecido para crusticeos, existem
resultados interessantes, ainda que limitados, envolvendo a adaptacdo osmotica de
peixes eurihalinos com os niveis de expressdo de horménios relacionados com o
crescimento, como horménio do crescimento (GH - growth hormone) e o fator de
crescimento tipo-insulina I (IGF-I - insulin-like growth factor 1), que é o principal
mediador da funcéo do GH (Inoue et al., 2002). As descobertas sobre a influéncia do
eixo GH/IGF-I na osmoregulacdo de peixes teledsteos iniciou-se com estudos usando
salmonideos, contudo, esta acdo fisioldgica ndo esta restrita a peixes aniddromos.
Tratamentos usando GH ou IGF-I aumentam a toleréncia a salinidade e incrementam a
atividade de enzimas branquiais de varias espécies de agua-doce, como o afiossemion

(killfish) Fundulus heteroclitus, tilapias 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-

osmoregulatéria de ciclideos eurihalinos, como a tilapia (Oreochromis mossambicus),

que receberam injecBes de GH e foram expostas a agua marinha. A administragdo de

GH também resultou na estimulacdo de fungdes imunonoldgicas ndo-especificas em

trutas (Oncorhynchus mykiss) aclimatadas em dgua marinha (Yada et al., 2001), assim
como os niveis de expressdo de IGF-1, que foram significativamente mais altos em
exemplares do teledsteo eurihalino Cottus kazika, aclimatados em salinidade marinha
do que nos peixes mantidos em seu ambiente natural, em &gua-doce (Inoue et al., 2002).
Finalmente, com relacdo aos efeitos colaterais que podem ser causados pela
osmoregulagdo em peixes, a aclimatacdo e cultivo do peixe de &gua-doce, zebrafish
(Danio rerio) em &gua com salinidade 5, induziu a expresséo acima dos niveis normais
do eixo GH/IGF-I, resultando em significativo ganho de peso corporal, comparado com
0s peixes controle mantidos em salinidade 0 (Almeida et al., 2005).

Em crustaceos, os fatores responséveis pela regulacdo do crescimento muscular

ndo sdo bem conhecidos, mas alguns neuro-hormonios tem sido implicados neste
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processo. A familia de genes CHH / MIH / GIH, que codificam a sintese dos hormdnios
hiperglicémico de crustaceos (crustacean hyperglycemic hormone), inibidor da muda
(molt-inhibiting hormone) e inibidor da gonada (gonad inhibiting hormone),
respectivamente, representa 0 Unico grupo de neuropeptideos originalmente
identificados no pedinculo ocular de crustaceos (Chan et al., 2003).

El Haj et al. (1996) sugerem que o horménio ecdisterdide 20-hidroxiecdisona
(20-HE) também pode atuar na sintese de proteina muscular da lagosta (Homarus
americanus), incrementando o processamento ribossomal de RNAm ou diretamente na
transcricdo genética através da regido de resposta do esterdide. Posteriormente,
Whiteley e El Haj (1997) relatam que a taxa de sintese protéica de actina no musculo de
lagostas € aumentada por dois fatores, o alongamento muscular passivo e a elevagdo dos
niveis de ecdisterdides, mas sugerem que a partir da descoberta de genes responsaveis
pela sintese de ecdisterdides, poderdo 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), responsavel pela sintese de ecdisteroides,
teve aumentado os niveis de expressdo quando injetado in vivo na epiderme e nos
tecidos musculares o hormonio 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 neuropeptideo é citado como responsavel pela regulacdo do
metabolismo de carboidratos, muda e reproducdo (Homola e Chang, 1997), assim
como demonstra estar envolvido no controle neuroenddcrino da osmoregulagado
de pds-larvas de lagostas (Charmantier et al., 2001).

Recentes observagdes com relacdo ao MIH, da familia do CHH, tém considerado
este neuro-horménio uma das mais importantes chaves na mediagdo do crescimento e
reproducdo de crustdceos decédpodes, pelo fato de inibir a liberagdo de ecdisona
produzida na glandula-Y, mantendo o animal no estagio de intermuda. Ainda que as
funcdes bioldgicas de horménios produzidos fora do pedinculo ocular ndo tenham sido
bem elucidadas, Yodmuang et al. (2004) sugerem uma atividade bioldgica multi-
funcional do MIH, por terem encontrado a expressdo deste nos ganglios toraxicos de

Penaeus monodon.
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Um outro composto conhecido como metil farnesoato (MF - methyl farnesoate)
possui estrutura quimica idéntica ao horménio juvenil-11l de insetos, e é sintetizado
pelos 6rgaos mandibulares de crustaceos. Tem sido citado como um hormdnio analogo
em crustaceos, por atuar na estimulacdo da sintese de proteinas em geral, na promogéo
do ciclo da muda, na reprodugdo de machos e fémeas (Homola e Chang, 1997),
metamorfose (Abdu et al., 1998) e comportamento (Borst et al., 1995). Tamone e Chang
(1993), investigando os efeitos deste mesmo hormdnio, observaram que, além de ser
inibido pelo horménio inibidor dos 6rgdos da mandibula (MOIH — mandibular organ
inhibiting hormone), da familia do CHH, quando injetado em exemplares de Cancer
magister, estimula a secrecdo de ecdisterdides produzidos na glandula-Y, que por sua
vez atuard na sintese protéica do crusticeo (Borst et al., 2002). Complementando as

provaveis multiplas fungBes bioldgicas deste outro horménio, estudos realizados com o

caranguejo Carcinus maenas demonstraram elevagdes significativas nos niveis de MF
na hemolinfa dos animais expostos a salinidades abaixo de seu ponto isosmotico,
sugerindo que o MF pode ter uma funcdo na osmoregulagdo de crustaceos (Lovett et al.,
2001). Adicionalmente, Lovett et al. (2001) sugerem que o uso de &gua marinha hipo-
osmotica em relacdo a osmolalidade do crustaceo, pode ser usado como uma estratégia
experimental para manipular os niveis de MF em crustaceos. Os resultados encontrados
para este hormdnio produzido fora do sistema do peddnculo ocular dos crustaceos, é
corroborado pela outra atividade do CHH. Apesar do mecanismo regulatorio ndo ser
precisamente conhecido, as evidéncias sugerem que o CHH pode ser responsavel pela
inducio da atividade da enzima Na'/K* ATPase e, desta forma, pode ser correlacionado
com a habilidade dos crustaceos invadirem ambientes estuarinos (Ahl e Brown, 1991;
Lucu e Towle, 2003).

Finalmente, para explicar como este amplo espectro de fungdes entre 0s
neuropeptideos atua em crustaceos, resultados de analises filogenéticas sugerem que a
evolucéo destes grupos de genes ocorrem de maneira similar aos eventos de mutacgdo e
duplicagdo génica, hipotetizados para a origem da familia de genes do horménio do
crescimento e da prolactina, do sistema pituitario dos vertebrados (Chan et al., 2003;
Lucu e Towle, 2003). Todos esses fatores corroboram com o resultado encontrado no
presente estudo, permitindo a sugestdo da multi-funcionalidade dos genes relacionados

com a osmoregulacdo e o crescimento, gerando este padrdo de crescimento diferenciado
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nos camardes cultivados em salinidade abaixo do ponto isosmoético determinado para

esta especie.

5. Conclusao

Considerando-se os fatores que podem ter influenciado no crescimento
diferenciado dos camardes nas diferentes salinidades, a relagéo entre os parametros bio-
fisico-quimicos observados neste experimento, as respostas intracelulares de uma série
de genes envolvidos no processo de crescimento, e a possibilidade da evolugdo
filogenética dos genes relacionados com multiplas fungdes em crustaceos e vertebrados,
sugere-se que o mecanismo fisioldgico envolvido na osmoregulacdo pode desencadear
um efeito pleiotrépico que permita a expressdo de outros genes, que estejam
relacionados com o crescimento em crustaceos.

Desta forma, uma investigacdo paralela utilizando os resultados do presente
estudo poderd otimizar os resultados de crescimento desta espécie durante a fase de
bercario. A prospecc¢do e a identificacdo dos genes relacionados com este processo de
osmoregulacdo e crescimento, possibilitaria o inicio do desenvolvimento de um

programa de melhoramento genético para esta espécie.
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Resumo

Neste trabalho, investigou-se a utilizagdo de uma metodologia de bioprospeccéo,
com o objetivo de identificar genes relacionados com o crescimento e tolerancia a

salinidade no camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis. Para isto, utilizou-se camardes

juvenis cultivados em salinidades baixa e alta, que apresentaram um crescimento
diferenciado no final do experimento. O método testado foi uma adaptacéo da expressdo
diferencial de genes, através da transcrigdo reversa do RNA total, seguida pela reagéo
em cadeia da polimerase (DDRT-PCR). Utilizando-se os tecidos criopreservados dos
camardes, foi extraido o RNA total e sintetizados os respectivos cDNAs, que serviram
de base para as reagBes de PCR, utilizando-se 31 primers arbitrarios em conjunto com
um primer reverso universal (UAP). A partir da comparagdo entre os perfis de
expressdo dos organismos das duas classes de tamanho, foram detectados genes sendo
transcritos diferencialmente. Apesar do nimero relativamente reduzido de primers
utilizados, a metodologia demonstrou eficiéncia e uma relacdo custo-beneficio
favorédvel, apresentando como resultado a identificacdo de dois genes inéditos e
provavelmente relacionados com o crescimento da espécie investigada. As seqiiéncias
parciais dos genes que codificam para a hemocianina e para a ciclofilina do camaréo-
rosa foram isoladas, clonadas, sequenciadas e comparadas por homologia em relacéo a
seqliéncia de aminoacidos, utilizando-se a ferramenta de busca BLASTP no Banco
Mundial de Genes (Genbank).
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1. Introducéo

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

que utiliza o Estuério da Lagoa dos Patos como zona de alimentacdo para 0S seus
primeiros estigios pos-larvais (D’Incao, 1991). Este peneideo tem demonstrado um
interessante potencial para o cultivo, sendo a espécie alvo de um projeto desenvolvido
pela Estagdo Marinha de Aquacultura da Fundag&o Universidade Federal do Rio Grande
- FURG, visando o desenvolvimento um pacote tecnoldgico de cultivo de camardes em
gaiolas, cercados e viveiros no extremo sul do Brasil (Wasielesky et al., 1995;
Wasielesky, 1999; Wasielesky et al., 2002)..

Muitos avangos foram obtidos no conhecimento da biologia reprodutiva do
camardo-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 espéecie apresenta baixas taxas de crescimento em
condi¢cbes ambientais adversas principalmente no que diz respeito a 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
expressao de genes envolvidos com o0s processos de crescimento e tolerancia a
salinidade do camardo-rosa, visto que estes processos ainda ndo sdo inteiramente
conhecidos em crustaceos (Jackson e Wang, 1998; Decamp et al., 2003; Alvarez et al.,
2004). Existem vérias técnicas utilizadas atualmente para determinar perfis de expressao
génica e para identificar genes transcritos diferencialmente em condigdes especificas. A
escolha do método depende de vérios fatores, como o tipo de problema a ser resolvido,
as informacdes de sequiéncias disponiveis para a espécie ou género, e a abundancia de
padrdes transcritos em uma celula ou tecido, que possibilitaria esta identificagdo dos
genes expressos diferencialmente.

No caso deste estudo, foi testada uma combinagédo de metodologias utilizadas
atualmente, visando uma adaptacdo que apresentasse uma eficiéncia metodoldgica e
uma relacdo custo-beneficio favordvel. O método DDRT-PCR (differential display
reverse transcriptase - polimerase chain reaction) foi descrito pela primeira vez por

Liang e Pardee (1992), com a intencdo de prover uma ferramenta efetiva para detectar
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espécies de RNA individuais que sdo expressos diferencialmente em distintos tipos de
células eucaridticas, e entdo permitir recuperar e clonar os acidos desoxirribonucleicos
complementares (cDNAs) correspondentes. Este método pode ser usado para
identificacdo de qualquer gene expresso diferencialmente de uma maneira rapida e
eficiente, permitindo a determinacdo de perfis de transcricdo com base qualitativa ou
semi-quantitativa (Kuhn, 2001; Ponsuksili et al., 2001; Rahmanm et al., 2003). Desde
sua introdugdo, centenas de aplicagdes tem sido descritas utilizando variagbes da
DDRT-PCR em organismos de todos os tipos. Desta forma, uma adaptagdo da
metodologia foi aplicada em camardes 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 toleréncia a salinidade no
camardo-rosa. Pesquisas nesta area podem auxiliar a resolver grande parte dos
problemas encontrados na carcinicultura realizada na regido sul do Brasil, pois afetam
de maneira significativa a produtividade em regides temperadas (Hennig e Andreatta,
1998; Tsuzuki et al., 2000; Wasielesky, 2000).

2. Material e Métodos

2.1. Obtencdo do material bioldgico

Os camardes utilizados neste trabalho, foram produzidos na Estagdo Marinha de
Aquacultura (FURG), a partir de reprodutores selvagens de F. paulensis capturados no
litoral sul do Brasil. Foram cultivadas um total de 1200 p6s-larvas com idade de 47 dias
(PL47) em dois tratamentos, com salinidades 5 e 30 respectivamente. Ap6s 60 dias de
cultivo, foram separados os quinze camardes mais leves e 0s quinze mais pesados de cada
tratamento, sendo imediatamente estocados em nitrogénio liquido até a realizacdo das

analises genéticas.

2.2. Isolamento do RNA total

O RNA total foi isolado a partir de um corte transversal da regido do céfalotorax
que contém o peddnculo ocular dos camarfes (50 mg de tecido), utilizando-se

TRIzol®Reagent (Invitrogen®, Life Technologies), de acordo com o protocolo do
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fabricante. A quantificagdo do RNA foi feita por espectrofotometria, e a integridade
checada por eletroforese em gel com 1% de agarose, contendo o tampdo TAE (Tris-
Acetato-EDTA) e corado com brometo de etidio. Foi utilizado o Kit MessageMaker®
Reagent Assembly (Invitrogen, Life Technologies) para a purificagido do RNA

mensageiro.
2.3. Sintese do cDNA e DDRT-PCR

Em primeiro lugar, calculou-se a quantidade de RNA purificado para se obter
uma concentragdo de 5 ug de por amostra, completando-se ao volume final de 11 uL
com 4gua tratada com DEPC (Dietil-pirocarbonato), um inibidor de RNAses. Iniciou-se
a sintese do cDNA fita simples, acrescentando-se a amostra 1pL do oligonucleotideo
iniciador (primer) AP (5'-GGCCAGGCGTCGACTAGTAC(dT)17 -3"), 1 uL de dNTP
Mix (10 mM) e aquecendo-se & 65°C por 5 minutos. A amostra foi entdo transferida
para o gelo por 1 min., centrifugada e acrescida de 4 uL do tampao fita-simples (250
mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCl;) e 2 uL de DTT (1 mM). Seguiu-se uma
incubagdo & 42°C por 2 horas, adicionou-se 1 pL (200 unidades) da enzima
SuperScript™ Il Rnase H™ Reverse Transcriptase (Invitrogen®, Life Technologies) e
incubou-se por mais 50 min., parando-se a reacdo com aquecimento & 70°C por 15
minutos. Acrescentou-se a rea¢do, 1 uL de RNAse H e incubou-se a 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), diluidas na
proporcéo de 1:10, e estocadas & -20°C para as subsequentes reacdes de PCR.

Nas reacdes de PCR, foram utilizados 31 primers arbitrérios (Tabela 1) da
Operon Technologies (Alameda, CA), combinados com o primer universal de
amplificacéo UAP (5'-CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGT-3,,
Invitrogen®, Life Technologies). Cada reagdo era composta de uma mistura com 14,2
uL de agua purificada RNAse free (Invitrogen®, Life Technologies), 2,0 pL de tampao
PCR10X, 1,0 uL de BSA purificada (albumina de soro bovino — bovine serum
albumine, 10 mg/mL), 0,8 uL de cDNA, 0,6 uL MgCl, (50 mM), 0,4 uL. ANTP (2,5
mM), 0,4 uL do primer arbitrario (10 pM/uL), 0,4 uL do primer UAP e 0,2 uL (5
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unidades/uL) de Platinum®Taq DNA Polimerase (Invitrogen®, Life Technologies),
completando um volume final de 20 pL. O programa utilizado inicia-se com uma
desnaturacdo inicial de 1 min. & 94°C, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 seg, referente
a desnaturacdo em cada inicio 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 extensdo. Apds os 40 ciclos,
finaliza-se a reacdo com o passo de extensdo final por 5 min a 72°C. Os produtos da
PCR, foram aplicados em gel de agarose 2%, e corados com brometo de etidio. As
corridas eletroforéticas foram realizadas com a poténcia de 100 W de corrente continua,

e a visualizacdo realizada sobre um transluminador ultra-violeta.
2.4. Recuperagéo e clonagem dos produtos da expresséo diferencial (DD)

Os padrdes de bandas da expresséo diferencial, foram examinados comparando-
se 0s camardes maiores e menores, provenientes das salinidades baixa (5) e alta (30). As
bandas presentes e com forte expressdo nos camarfes maiores, e ausentes ou com
expressdo fraca nos menores foram extraidas do gel com o kit Concert™Gel extraction
System (Invitrogen®, Life Technologies), de acordo com o protocolo do fabricante. Os
produtos extraidos 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
automético MegaBACE 1000™ (Amersham Biosciences). As sequéncias de
nucleotideos obtidas foram traduzidas em sequéncias de aminoéacidos e estas
submetidas a comparacdo 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.

Sequéncias dos primers 5’arbitrarios utilizados

Primer Sequéncia de Bases Primer Sequéncia 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 individuos 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 o0 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 reagdes que continham os cDNAs sintetizados a partir dos
camardes grandes, e, no caso do primer AB-04, ndo apareciam ou expressava-se
fracamente nos pequenos (Figura 1). As bandas amplificadas pelos primers G-05 e S-08
foram sequenciadas e apds realizada a busca utilizando a ferramenta BLASTP,

identificou-se os genes que codificam as proteinas ciclofilina e hemocianina, as quais
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foram submetidas ao GenBank e encontram-se disponiveis sob 0s nimeros de acesso

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

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

as sequéncias de outras espécies sao apresentadas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

S5 S 30
Gl G2 P1 P2 Gl G2 P1 P2

Il
!

i

!

i
li

Figura 1. Padrdo 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 camardes grandes 1 e 2, pequenos 1
e 2, respectivamente.
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1 ggagatggaactggaggtgtcagcatctatggagataggtttgctgatgagaacttcaag

G b G6GTGGV S 1Y GDIRFADENTF K 20
61 ctgaagcactatggacctggatggctttccatggcaaatgctggaaaggacaccaatgga

L K HY GP GWUL SMANAGIKDTN G 40
121 tctcagttcttcatcactactgtcaagaccccatggctggatggaaggcacgttgttttt

S QF FI1I T TV KTWPWULUDGRMHV V F 60
181 ggcaaagtgctaactggcatgaatgtggtgagggatattgaagcagttcaaactagaaat

G K vL.TGMNVVRDIEAVQTRN 80
241 gataagcctgttcaagaggtcaagattgtagattctggagccattccagtagaaacccca

D K PV QEV K 1 VDSGAI1 PV E T P 100
301 ttcagagtaacaaaggagggtgtccaataatagaagcatttcctttataaaataaaaagt

F RV TIKEG GV Q * 109

361 aatctgtcttagcacaagagctgctttacatgttttctttcaacagaatcgtgggcaaaa
421 cggttaatattgatattcgtattgttactttaaaaaggaatacttgtttgacaagtagat

481 gtgttgtctgtactggcttgcaaaattttgtaagtgtaataaatttctacattagaaaaa
541 aaaaaaaaaaaaaaaa

Fig.2. Sequéncia nucleotidica parcial do cDNA da Ciclofilina do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis

(Genbank AY775150) e a sequéncia de aminoacidos deduzida da proteina. Nucleotideos e aminoacidos
estdo numerados nos lados esquerdo e direito, respectivamente. O asterisco indica o cddon de terminagao.

O sinal de poliadenilagdo esta sublinhado.

1 gagacggatggtgaagccgacgcagctgtagagggacttcacgagaataccgaattcaac
E T DG EADAAVEGULHENTEF N 20

61 cactatgatgctcatggtaaataccctgataatcgcccacatggctaccctctggatcgce
HY D AHG K Y P DN RWPWHGY P L D R 40

121 aaagttccagatgaccgcgtgtttgaagaccttcccaacttcaagcacatccaagtaaag

K v P DDW RV FETDULWPNUIFIKHT1T Q V K 60
181 gtcttcaatcgtggtgaacatatccatcaccattaacttggaatatgaacaaatgccacg
vV F NR GEH 1T HHH * 71

241 ttttatttatcttctttaaaggtcatgaataaagtcatatacattcaaaaaaaaaaaaa

Fig.3. Sequéncia nucleotidica parcial do cDNA da Hemocianina do camardo-rosa Farfantepenaeus
paulensis (Genbank AY775151) e a sequéncia de aminoacidos deduzida da proteina. Nucleotideos e
aminoéacidos estdo numerados nos lados esquerdo e direito, respectivamente. O asterisco indica o codon

de terminagdo. O sinal de poliadenilagdo esta 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

AAMG63473 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

CABB85965 Penaeus vannamei 84
AAW57891 Cancer magister 76

CAB38043 Homarus americanus 55
AAF64305 Callinectes sapidus 56
AAB22190 Panulirus interruptus 61

4. Discussao

A andlise da expressdo de genes sob condigdes especificas, assim como a
identificagc&o e bioprospeccdo destes, sdo temas muito abordados atualmente, devido ao
constante desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de biologia molecular.
Técnicas utilizando métodos combinados tém sido muito utilizadas, como cDNA-AFLP
(Bachem et al., 1996), baseada em amplificacdo seletiva por fragmentos de restrigéo
ligados a adaptadores, derivados do cDNA. SAGE (Vescullescu et al., 1995), que faz
uma analise serial de expressdo génica, utilizando fragmentos curtos designados com
cauda, extraidos de moléculas do cDNA que sdo encaudados, clonados e sequenciados.
RCA4D (Fischer et al., 1995), que combina a técnica de cDNA-AFLP com uma verséo
especifica de familia do gene da técnica DDRT-PCR ou ainda, a combinagéo da DDRT-

PCR com AFLP (Fischer et al., 1995), que serve para caracterizar o DNA genémico. O
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desenvolvimento de marcadores tipo microsatélites em peneideos também pode ser usado
como uma importante ferramenta em programas de reprodugéo, assim como aplicagdes da
tecnologia AFLP tem sido usada para identificacdo de espécies e analises de filogenia, em
camardes peneideos (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 acuracia em um simples chip de DNA (Kuhn,
2001), ou ainda combinar com técnicas de transgenia, incrementando taxas de
crescimento, e aumentando a resisténcia a patdgenos 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 tém como caracteristica basica de distin¢do, a utilizagdo de um unico
primer ao invés de um par, obtendo-se uma ou mais seqiiéncias desconhecidas, que
podem ser amplificadas nas duas dire¢Oes da fita simples do cDNA. No caso deste
estudo, utilizou-se o primer reverso universal de amplificagdo UAP, que possui 0s
mesmos sitios de ligacbes do primer AP usado na sintese do cDNA, contra um
oligoprimer arbitrario (tipo RAPD). Como o primer UAP possui uma seqiiéncia com
vérias bases de timina (dT),7, que se anelam com a cauda poli-A da extremidade final 3’
ndo-codificante do gene, tem-se a desvantagem de se obter um menor niimero no padréo
de bandas. Por outro lado, a vantagem desta varia¢do na metodologia sera observada na
etapa de andlise da seqléncia do gene, permitindo que se saiba a orientacdo da
seqiiéncia que deve ser seguida, para se fazer a busca BLASTP, facilitando a
identificacdo e comparagdo por homologia da seqiiéncia obtida no GenBank. Outra
adaptacdo do método original, que utiliza visualizagdo por autoradiografia e atualmente
gel de poliacrilamida, foi a utilizacdo de gel de agarose concentrado & 2% corado com
brometo de etidio, que permite a visualizagdo em transluminador com luz ultra-violeta.
Esta adaptacdo reduz o custo e o tempo necessarios para corrida eletroforética e para a
deteccdo por radioatividade ou coloracdo com nitrato de prata, segundo a técnica

original.
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Apesar de utilizar um reduzido nimero de primers, a metodologia demonstrou-
se funcional e eficiente, detectando dois genes inéditos (Figuras 1 e 2) com provavel
importancia relacionada com o crescimento dos camardes desta espécie. A ciclofilina é
codificada por um gene conservado ao longo da evolugdo, 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, disponiveis no
Genbank (Tabela 1). Tem importancia para a agricultura tradicional, onde se observou a
expressdo deste gene em plantas atacadas por insetos herbivoros, infeccfes patdgenas e
outros estresses, e transgénica, 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). E uma proteina intracelular anti-
fungica, reportada como molécula imunomodulatéria envolvida com processos muito
importantes, como encapsulamento de proteinas in vivo, trafego de proteinas, podem
funcionar como chaperonas e tém sido associadas a 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 fungdo aumentar a disponibilidade de calcio
intracelular e promover a desfosforilacdo do fator nuclear de ativacdo das células T
(NF-AT). O NF-AT desfosforilado, torna-se habil para entrar pela membrana nuclear e
atuar como ativador de transcricdo do gene da interleucina-2, que é o fator de
crescimento das células T, promovendo também a proliferacdo de células do sistema
imunolégico, como o0s macrofagos e células B (Hamilton e Steiner, 1998; lvery, 1998;
Gothel e Marahiel, 1999). Os processos envolvidos e relacionados com o gene que foi
detectado a partir do RNAm dos camardes grandes deste experimento, podem sugerir
que estes animais estavam expressando uma condi¢do imunolégica melhor do que os
pequenos, tendo como conseqiiéncia uma disponibilidade maior de energia para a
sintese protéica, gerando um maior crescimento em biomassa. Este crescimento
diferenciado pode ter conexdo com o outro gene identificado durante a prospeccéo, a
hemocianina.

A hemocianina é o polipeptideo 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 atomos de cobre, sendo responsavel pelo
transporte circulatorio de oxigénio em artrépodos e moluscos (Rainer e Brouwer, 1993;
Lieb et al., 2001). Pode ser usada como ferramenta para monitorar o estado fisiolgico
em animais expostos a diferentes condigdes ambientais, como altas concentragdes de
nitrogénio 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 area de biomédicas como insumo para
produzir anticorpos e antigenos em mamiferos, por estimular respostas imunolégicas a
antigenos associados a tumores (Amato et al., 2004; Buskas e Boons, 2004; Gore et al.,
2004). O potencial de inibir e reduzir a expressdo em células com céncer de Barret
sugere um promissor desenvolvimento no tratamento da doengca (McFadden, 2003;
Vona-Davis et al., 2004). E usado como imunogene em terapias com pacientes
infectados com HIV (Azoulay et al., 2004), e, associado a derivados de antigenos
tumorais, € um promissor candidato a vacinas imunoterapeuticas polivalentes para
pacientes com carcinomas de varios tipos (May et al., 2003; Ragupathi et al., 2003; Pan
et al., 2005). Na &rea 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 camardes. O
gene encontrado no presente trabalho, pode ser considerado um tipo encontrado nos
camardes grandes, sugerindo a possibilidade de se buscar outras formas em organismos
com diferentes tamanhos, o que permitiria uma aplicagdo de melhoramento genético
utilizando-se este tipo de marcador molecular. A forte expresséo deste gene apenas nos
camardes maiores pode estar relacionada com o tamanho dos animais. Considerando
que o maior peso encontrado é decorrente da maior taxa de sintese protéica no
organismo, este fato esta diretamente ligado ao aumento da producéo de ATP, que por
sua vez demanda uma maior quantidade de oxigénio disponivel nas mitocondrias.
Finalmente, explicando a maior expressdo do gene encontrado, 0 transporte destas
moléculas de oxigénio é realizado pelo pigmento respiratorio dos crustaceos, a

hemocianina.
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A forma de hemocianina encontrada também apresentou uma alta similaridade
com outros genes de crusticeos, com sequéncias disponiveis no GenBank (Tabela 2).
Atualmente, existem inimeras publicacdes existentes na area da medicina humana e
veterinaria, utilizando diferentes formas de hemocianina, de diversas espécies, em
imunoensaios e terapias para doencas de varios tipos. Este fato sugere a possibilidade
de se iniciar pesquisas na area de bioprospeccdo do gene encontrado neste trabalho,
oferecendo novas perspectivas de estudos geradas a partir de técnicas biomoleculares

associadas a aquacultura.

5. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a metodologia utilizada
apresentou uma relagdo custo-beneficio satisfatoria, e foi eficiente na identificacdo de
genes em um espago de tempo relativamente curto. Os dois genes encontrados estavam
expressando-se nos camardes maiores e ndo Nos menores, 0 que pode sugerir uma
influéncia destes no crescimento diferenciado dos organismos no final do cultivo. A
relacdo destes genes com caracteristicas importantes pode ser utilizada em estudos

futuros com camard@es e outros organismos interessantes para a aquacultura.
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Concluséo geral

Os camarBes no estagio juvenil apresentaram um melhor crescimento na
salinidade 5 do que na salinidade 30, provavelmente pela relagdo multifuncional entre
0S genes que realizam a osmoregulacdo e promovem o crescimento.

A prospecgdo dos possiveis genes envolvidos neste crescimento diferencial foi
satisfatdria, visto que foi aplicada uma metodologia que demonstrou ser eficiente,
acessivel economicamente e com bons resultados a curto prazo.

As perspectivas futuras de se utilizar os genes encontrados, em estudos paralelos
de bioprospecgdo aplicados diretamente & salide humana, abre novas perspectivas para a
pesquisa realizada atualmente na area da aquacultura. O campo de pesquisa que utiliza
ferramentas biomoleculares podera 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, poderdo produzir proles mais resistentes as infecc¢bes virais, fato o
qual tém preocupado os pesquisadores e principalmente os produtores, atualmente. O
antagbnico paradigma do desejo de gerenciamento visando crescentes incrementos na
producgdo, com resisténcia a doengas virais geralmente associadas a insustentabilidade
do meio ambiente, poderd ser mantido se técnicas de transgenia forem aplicadas a

pesquisa na aquacultura.

48



Anexos

49



[e-2 O3 5

s

in ure P

3 ! a A
Search INucleDtide j for El C|EElr|

Lirnits Prewview/index History Cliphoard Details
Display | [GenBank =] Send| [allto file =
Range: from |begin to |end " Reverse complemented strand ~ Features: [
IV | | I

M1: AY775150. reports Farfantepenaeus p...[9i:55247510]

LOCUS AYF75150 556 hp MRMA, Tinear  INV 07-NOV-2004
DEFIMITION Farfantepenaeus paulensis cyclophilin mRna, partial cds.
ACCESSION  AY775150

VERSION AY775150.1 GI:55247510
KEYWORDS
SOURCE Farfantepenaeus paulensis (pink shrimp)

ORGANISM  Farfantepenaeus paulensis
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Crustacea; Malacostraca;
Eumalacostraca; Eucarida; Decapoda; Dendrobranchiata; Penaeoidea;
Penaeidae; Farfantepenaeus.
REFERENCE 1 (hases 1 to 556)
AUTHORS kamimura,m.T., Laurino,l.P. and Marins,L.F.
TITLE <DNA cloning and sequencing of cyclophilin gene from the pink
shrimp Farfantepenaeus paulensis
JOURMAL  UnpubTlished
REFEREMCE 2 f(hases 1 to 556)
ALUTHORS kamimura,m.T., Laurino,l.P. and Marins,L.F.
TITLE Direct submission
JOURMAL Submitted (10-0CT-2004) Ciencias Fisiologicas, Fundacao
Universidade Federal do rRio Grande, av. Italia, Km &, Rio Grande,
RS 96201-%00, Brazil
FEATIRES LocationSqualifiers
source L5596

Joraanism="Farfantepenaesus paulensis”

-

Links

50



RS < IBRANC-Nal= = | &1 - ° |

Sd .
: SNucleotide
3 ! in . N o oMM
Search INucleDtide j for El C|EElr|

Limits Presviewndex History Cliphoard Details
Display | [GenBerk ]  Send | [aitofie =
Range: from |begin to |end " Reverse complemented strand ~ Features: [ L |
IV | | I
M1: AY775151. repots Farfantepenaeus p...[gi:55247512] Links
LoCuS AYTFEL5L 301 bp MRALA Tinear  INV 07-NOV-2004

DEFIMITION Farfantepenasus paulensis hemocyanin mrRMA, partial cds.
ACCESSION  Av775151

VERSION AY775151.1 GI:55247512
KEYWORDS
SOURCE Farfantepenaeus paulensis (pink shrimp)

ORGANISM  Farfantepenaeus paulensis
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Crustacea; Malacostraca;
Eumalacostraca; Eucarida; Decapoda; Dendrobranchiata; Penaeoidea;
Penaeidae; Farfantepenaeus.
REFERENCE 1 (¢hases 1 to 301)
AUTHORS kamimura,m.T., Laurino,l.P. and Marins,L.F.
TITLE <DNA cloning and seguencing of the hemocyanin gene from the pink
shrimp Farfantepenaeus paulensis
JOURMAL  UnpubTlished
REFEREMCE 2 fhases 1 to 301)
ALUTHORS kamimura,m.T., Laurino,l.P. and Marins,L.F.
TITLE Direct submission
JOURMAL Submitted (10-0CT-2004) Ciencias Fisiologicas, Fundacao
Universidade Federal do rRio Grande, av. Italia, Km &, Rio Grande,
RS 96201-%00, Brazil
FEATIRES LocationSqualifiers
source 1..300
Joraanism="Farfantepenaesus paulensis”




