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RESUMO

O estudo das relagdes genéticas entre estoques constitui-se em uma
ferramenta de grande utilidade em programas de cultivo. No presente trabalho
foram estabelecidas as relagdes entre cinco plantéis de reprodutores do
camarado marinho Litopenaeus vannamei, com base no sequenciamento das
regides RNAr 16S e COIl do DNAmt. A espécie Farfantepenaeus subtilis foi
utilizada como grupo externo. Nao foram encontradas divergéncias genéticas
entre as sequéncias do gene 16S RNAr, possivelmente, devido ao fato de se
tratar de uma regido conservada. Ja no dendrograma obtido a partir do
sequenciamento do gene COl pdde-se observar a formacédo de dois
agrupamentos, um deles envolvendo os plantéis Aqua-044 e Aqua-045, e o
outro, os plantéis Aqua-046 e Aqua-051. A formacgédo desses agrupamentos
pode estar relacionada a origem dos plantéis, bem como aos efeitos de deriva
genética sofridos pelas populagdes fundadoras. Os resultados obtidos no
presente trabalho podem constituir-se numa ferramenta de grande utilidade
para o delineamento de programas de manejo mais adequados para o0s

plantéis estudados.



ABSTRACT

The evaluation of genetic relationships among broodstocks is a
useful tool for culture management programs. In the present work, the
relationships amongst four broodstocks of the marine shrimp Litopenaeus
vannamei were established based on sequencing of 16S rRNA and COI regions
from mtDNA. Farfantepenaeus subtilis was used as outgoup in mtDNA analysis.
No divergence was found when sequences of the 16S rRNA gene were
compared, likely due to the conservativeness of such region. Otherwise, at the
dendrogram obtained from COI gene sequencing, clustering between Aqua-044
and Aqua-045 broodstocks and between Aqua-046 and Aqua-051 broodstocks
was observed. The formation of these groupings may be related to the origin of
the broodstocks as well as to the effects of genetic drift suffered by the founder
populations. The results obtained in the present work may constitute a very
useful tool for the delineation of more appropriate management programs for

the analyzed broodstocks.
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1.1 Carcinicultura: desenvolvimento e historico

Recentemente, a carcinicultura, ou cultivo de camarao, vem alcangando
grande importancia na pauta da producgao brasileira. A atividade encontra-se na
lideranca das exportagdes do setor pesqueiro nacional, contribuindo para a
ampliagdo dos superavits da balanga comercial (Rocha, 2003). Além de ocupar
uma posicao de destaque no campo da economia, a carcinicultura ainda
contribui para a melhoria das condicbes sociais do pais, uma vez que sao
gerados empregos diretos e indiretos, abrangendo desde o nivel de educagéao
elementar até o superior (Sampaio e Costa, 2003).

O cultivo de camar&o surgiu no sudoeste da Asia, onde os pescadores
artesanais utilizavam viveiros operacionalizados, através do movimento natural
das marés, para criar larvas provenientes do mar (Arana, 1999). Em 1930,
Motosaku Fujinaga iniciou seus experimentos com a desova em laboratério do
camarao "kuruma" (Marsupenaeus japonicus). Na década de 50, os Estados
Unidos iniciaram estudos de técnicas de producgao de fitoplancton marinho num
laboratério em Galveston, no Texas. Este trabalho foi o primeiro passo para a
producdo e criacdo de larvas de camarao. No periodo de 1965 a 1975, com o
declinio da pesca extrativista, a China, Franca e Taiwan comecaram a
investigar o cultivo de camarao sob o ponto de vista comercial. Entre 1975 e
1985 foram realizados inumeros melhoramentos na técnica do cultivo de
camarao, 0s quais culminaram no nascimento da nova industria da

carcinicultura, que vivenciamos hoje (Arana, 1999).



O cultivo de camarao marinho em ambientes controlados esta baseado no ciclo
de vida natural do animal. O processo de producdao compreende as etapas de
larvicultura, a qual consiste na obtencdo de pés-larvas em laboratérios, e
engorda, desenvolvida em fazendas que cultivam o camardo desde a fase
larval até a idade adulta. A larvicultura esta subdividida em dois setores:
maturagao e larvicultura propriamente dita. Alguns poucos laboratérios do pais
ainda possuem o setor de melhoramento. Os animais selecionados nas
fazendas de cultivo (em relagdo ao tamanho, auséncia de doencgas e
deformidades) s&o transportados para o setor de melhoramento, onde
permanecem por aproximadamente 90 dias, se aclimatando as novas
condigdes ambientais. Da totalidade de animais (aproximadamente 50.000) que
iniciam o povoamento em um viveiro de engorda, apenas 6.000 sao levados
para o setor de melhoramento. Estes individuos passam por uma nova etapa
de selecado, restando somente 1.200 animais, os quais sdo aclimatados ao
fotoperiodo invertido, necessario para a maturacdo. O setor da maturagcao
compreende o estagio reprodutivo, onde machos e fémeas sao colocados
juntos em tanques e as fémeas sado submetidas ao processo conhecido como
ablacao, que consiste na retirada do pedunculo ocular, o qual contém glandulas
relacionadas a maturagao das gébnadas. Fémeas abladas atingem a maturagao
sexual em cinco dias, ocorrendo, posteriormente, a cépula e a desova. Apesar
de terem sido utilizados 1.200 animais neste setor, apenas 300 deles,
aproximadamente, contribuirdo para a reprodugao. Vinte e quatro horas apés a
desova eclodem os nauplios (primeira fase do desenvolvimento larval), os

quais sao transportados para a larvicultura, onde passarao as fases de zoea,



misis e pos-larva em aproximadamente vinte dias. Passado esse periodo, as
pos-larvas sao encaminhadas para as fazendas de engorda, onde ficarao
durante trés a quatro meses até a despesca (Arana, 1999).

No Brasil, a carcinicultura iniciou-se nos anos 70, na regido nordeste
do pais, com o cultivo da espécie nativa Farfantepenaeus brasiliensis, e da
espécie exotica Marsupenaeus japonicus. No entanto, na década de 80
passou-se a cultivar também o camardo branco do Pacifico (Litopenaeus
vannamei). A introdugdo dessa espécie exoética permitiu e vem permitindo um
maior avango da industria camaroneira no pais (Wainberg e Camara, 1998). No
ano de 2002 a ABCC (Associagao Brasileira de Criadores de Camarao)
contabilizou a existéncia de 680 fazendas de engorda e 35 laboratérios de
larvicultura, totalizando uma area de 11.016 hectares e alcangcando a produgao
de 60.128 toneladas. Neste mesmo ano, as exportacbes brasileiras de
camarao cultivado atingiram 37.800 toneladas, resultando na arrecadacao de
US$ 155,0 milhdes para o pais. A produgdo elevada colocou o Brasil no
primeiro lugar em produtividade do mundo (5,5 ton/ha/ano) e como o maior
produtor de camarao cultivado do Hemisfério Ocidental, a frente do Equador e
México, que tradicionalmente ocupavam as primeiras posi¢des. No pais, o
nordeste é responsavel por 96,5% de toda a producé&o nacional, sendo o Rio
Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco os principais produtores (Rocha
e Rodrigues, 2003).

Apesar de encontrar-se em plena fase de desenvolvimento, algumas
praticas relacionadas ao manejo dos estoques reprodutores tendem a

prejudicar a manutencdo das populagdes cativas, principalmente devido a



reducao nos niveis de variabilidade genética, decorrente dos efeitos de deriva e
endocruzamentos (Freitas e Galetti, 2002). Os organismos aquaticos possuem
uma alta fecundidade, e por isso, geralmente, poucos reprodutores sao
utilizados para originar as geragdes de cultivo, o que pode promover um forte
efeito de deriva e endocruzamento, determinando uma diminuicdo na variacao
genética da progénie (Perez e Romero, 1991). Ocasionalmente, a perda de
variabilidade genética pode vir acompanhada da diminuigcdo de resisténcia a
doencas, aumento de deformidades e diminuicdo do tamanho médio dos
individuos (Garcia et al., 1996; Sbordoni et al.,1986).

O conhecimento da heterogeneidade dentro e entre estoques
possibilita minimizar os efeitos deletérios do endocruzamento através do
planejamento apropriado dos cruzamentos (Allegrucci et al., 1998). Dessa
forma, a analise de relagbes genéticas entre plantéis de reprodutores pode se
constituir numa ferramenta bastante util para 0 manejo dos mesmos (Sekino et
al., 2002). Principalmente no Brasil este tipo de estudo tem grande importancia,
ja que o pais adotou o cultivo de uma espécie exdtica, determinando a
necessidade de importacdo de animais para a formacao dos primeiros plantéis
de reprodutores nas fazendas brasileiras. Ainda, em 1997, o IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) estabeleceu
normas para a reintrodu¢cao de organismos aquaticos para fins de aquicultura
devido ao risco dessas espécies serem vetores de patdégenos exoégenos. No
setor de carcinicultura, optou-se, desde entdo, pela extingdo das importacdes
de matrizes. Assim, passaram a ser utilizados animais provenientes de

diferentes centros reprodutores de camarao do Brasil para a formagao de



novos plantéis. Dessa forma, individuos de diversas procedéncias foram
utilizados na constituicdo dos plantéis das fazendas brasileiras, podendo refletir
em alguma diferenciagcdo genética entre eles. Os marcadores moleculares
constituem-se numa ferramenta de grande utilidade para o estabelecimento de
relacbes genéticas entre populagdes ou plantéis de cultivo (Prioli et al., 2002;
Apte et al., 2003) e poderao dar importantes contribuicbes ao manejo

adequado dos plantéis de reprodutores.

1.2 Marcadores moleculares com énfase ao DNA mitocondrial

Nos ultimos tempos, a genética tem sido bastante utilizada para
estudos relacionados a carcinicultura e aquicultura em geral. O
desenvolvimento de algumas tecnologias como marcadores moleculares e
manipulagédo genética tem possibilitado grandes avangos nesta area.

Dentre as técnicas de manipulagdo genética, a transgénese e a
indugdo de poliploidias vém sendo as principais tecnologias empregadas em
estudos de melhoramento genético dos camardes peneideos. Preston et al.
(2003) utilizaram varias técnicas de manipulagdo genética como a indugao de
poliploidia, a tecnologia de transgénicos e a irradiagdo para a producédo de
fémeas estéreis de camarao, além de técnicas de transformagao génica, como
a inativacdo de expressado, para melhorar caracteristicas importantes sob o
ponto de vista produtivo. Em outro estudo, Calderon e Sun (2003) analisaram
alguns métodos para a introducdo de sequéncias de genes estranhos em

células embrionarias de L. vannamei. Além dessas metodologias, alguns



pesquisadores vém utilizando a hibridagao interespecifica para a produgao de
animais com algumas caracteristicas melhoradas. Benzie et al. (2001)
produziram hibridos interespecificos através da inseminagao artificial de
fémeas de Penaeus monodon e machos de P. esculentus. Estes hibridos
apresentaram uma razao de crescimento mais rapida, como em P. monodon, e
alguns padrdes de coloracéo de P. esculentus.

Por outro lado, a aplicagdo de marcadores genéticos tem possibilitado o
diagndstico de doengas e a determinagao dos niveis de diversidade genética
em diferentes grupos de organismos cultivados (Argue e Alcivar-Warren, 1999),
além de ter uma grande aplicabilidade para o desenvolvimento de novas
linhagens de camardo, no que diz respeito a utilizagdo de alimento,
crescimento e resisténcia a doenga (Biotechnology, 2002).

Existem diversas classes de marcadores que podem estar baseadas em
nivel cromossémico ou molecular. No caso dos estudos moleculares, o DNA
pode ser analisado através dos produtos de expressao de seus genes, como
as isoenzimas, ou através de segmentos especificos de DNA (correspondentes
a regides expressas ou nao do genoma) (Ferreira e Grattappaglia, 1996).

Os estudos cromossdmicos em camardes vém sendo pouco realizados,
principalmente em virtude de dificuldades encontradas nas analises
citogenéticas, devido ao elevado numero e tamanho reduzido dos
cromossomos. Alguns trabalhos relatam apenas o numero cromossdmico para
algumas espécies de peneideos (Chow, 1990; Campos-Ramos, 1997).

As analises enzimaticas, apesar do baixo grau de polimorfismo, foram

de fundamental importancia para os estudos de variabilidade genética em



camarao. Sunden e Davis (1991) compararam populagdes naturais de L.
vannamei do México com populagdes de cultivo, através de analise de variagao
de aloenzimas, e observaram um baixo nivel de diferenciagcdo entre elas.
Lester (1979) estudou a variabilidade genética de espécies de camardes
peneideos do Golfo do México e, apesar de detectar diferenciacado inter- e
intra-especificas, observou que o nivel de variacido de aloenzima nao foi alto.
Da mesma maneira, Labacena et al. (1994) realizaram estudos eletroforéticos
das espécies L. schmitti, L. vannamei e L. stylirostris de tanques de cultivo, e
detectaram baixo polimorfismo nos locos genéticos dos sistemas enzimaticos
estudados.

Por outro lado, os estudos moleculares baseados em DNA vém se
mostrando muito mais eficientes, principalmente com o advento da reagdao em
cadeia da polimerase (PCR) (Ferreira e Grattappaglia, 1996; Karl e Avise,
1992). A tecnologia de PCR facilitou a descricdo de varias classes de
marcadores moleculares, os quais apresentam numerosas aplicacdes para o
estudo de programas de criagdo de camarao, incluindo identificagdo de
populagdes e analise de variabilidade genética (Sunden e Davis, 1991; Garcia
et al., 1996; Freitas et al., 2001). Dentre os principais marcadores moleculares
baseados em DNA encontram-se o RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphism”), o RAPD (“Random Amplified Polymorphyc DNA”), o AFLP
(“Amplified Fragment Length Polymophism”), ESTs (“Expressed Sequence
Tags”), VNTRs (“Variable Number Tandem Reapets”) que constituem os mini e
microssatelites e os polimorfismos do DNA mitocondrial (DNAmt). Garcia et al.

(1994), em um estudo sobre diversidade genética do camarao cultivado L.



vannamei, utilizando trés técnicas moleculares (aloezimas, RAPD e RFLP),
observaram que uma maior variagdo genética foi detectada utilizando RFLP do
DNA mitocondrial e RAPD.

Freitas e Galetti (2002) estudaram a variagdo genética em duas
linhagens de L. vannamei em diferentes estagios de cultivo (F3 e F47), utilizando
“‘primers” de sequéncias cernes de VNTR. Os autores detectaram uma menor
variabilidade genética na linhagem em F4; quando comparada a linhagem em
Fs;. Este resultado foi atribuido, principalmente, ao endocruzamento que
ocorreu durante as geragbes e a deriva genética produzida através do
acasalamento entre um numero reduzido de individuos.

Muito poucos microssatélites sdo conhecidos em camaroes.
Recentemente, Galetti e Jesus (2003) identificaram e caracterizam dois
microssatélites em L. vannamei. Esses microssatélites mostraram-se
polimorficos, sendo, portanto, de grande utilidade para estudos genéticos na
carcinicultura. Xu et al. (1999), a partir de bibliotecas genémicas, identificaram
10 microssatélites polimoérficos em P. monodon. Ainda nesta espécie, analises
de microssatélite permitiram inferir sobre a estrutura genética de populag¢des
selvagens do Sul da Tailandia (Tassanakajon et al., 1998).

Os marcadores AFLP sao utilizados, principalmente, para a construgao
de mapas de ligagado. Moore et al. (1999) utilizaram marcadores microssatélite
e AFLP para a construgao de mapas de ligacao, estabelecimento de pedigrees
e identificacdo de QTLs ("Quantitative Trait Loci") em M. japonicus. Em um
outro estudo, a técnica AFLP também foi utilizada para a construgdo de mapas

de ligacdo em P. monodon (Wilson et al., 2002). Além dos marcadores AFLPs,
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os ESTs também podem ser utilizados para a construgcdo de mapas genéticos
(Dhar et al., 2000) e para a determinagao de variabilidade genética. Tong et al.
(2002) desenharam 34 pares de “primers” a partir de ESTs de P. monodon.
Estes “primers® mostraram-se polimérficos também no genoma de
Fenneropenaeus chinensis, M. japonicus e L. vannamei.

Outra metodologia da biologia molecular que vem sendo utilizada em
estudos genéticos na carcinicultura é a técnica de RAPD. Esta metodologia foi
utilizada com eficiéncia para inferir sobre os niveis de variagao genética em
populagdes de P. monodon (Garcia e Benzie, 1995; Tassanakajon et al., 1997)
e L. vannamei (Garcia et al., 1994). Similarmente, D'Amato e Corach (1996)
analisaram a diversidade genética de duas populagbes do camarao
Macrobrachium borellii e sua distribuicdo geografica através da técnica de
RAPD. As divergéncias genéticas entre seis populagdes de L. stylirostris do
Golfo da Califérnia também foram determinadas utilizando-se esta metodologia
(Aubert e Lightner, 2000). Freitas et al. (2001) analisaram a variabilidade
genética de 16 plantéis de reprodutores de L. vannamei de diferentes fazendas
de cultivo do Brasil utilizando marcadores RAPD. Os autores encontraram uma
baixa variagao genética na maioria dos plantéis analisados.

Dentre os diferentes tipos de marcadores moleculares, o DNA
mitocondrial tem recebido especial interesse em estudos de relagdes genéticas
tanto em populag¢des naturais (Prioli et al., 2002; Chu et al., 1999; Daniels et al.,
2002) quanto cultivadas (Allegrucci et al., 1998; Sekino et al., 2002; Iguchi et

al., 1999).
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As mitocéndrias ocupam um papel central no metabolismo. E nesta
organela que acontece a fosforilagdo oxidativa, essencial para a produgao de
ATP, assim como uma variedade de outras funcdes bioquimicas. Dentro desta
organela ha um genoma, separado do nuclear, denominado DNA mitocondrial
(DNAmt). Admite-se que as mitocdndrias, bem como os cloroplastos nas
plantas, sao originadas de procariotos que estabeleceram uma relagéo
simbidtica com células eucaritticas primitivas, dai a existéncia de um genoma
préprio (Boore, 1999). Entretanto, as fungdes celulares e mitocondriais séo
interdependentes, ja que o DNA nuclear codifica subunidades protéicas para o
processo de fosforilacdo oxidativa e varias macromoléculas necessarias para a
manutencgao estrutural e funcional das mitocéndrias (Johns, 1995).

O DNAmt é um genoma extracromossdmico, altamente condensado,
circular e de tamanho variavel. O comprimento do DNAmt dos metazoarios
pode se estender de 13 a 42 Kb. A variagdo no comprimento & frequiente em
invertebrados e vertebrados poiquilotermos, e parece evoluir rapidamente e
distribuir-se tanto dentro (heteroplasmia) quanto entre individuos (Sacone et al.,
1999). Um aspecto interessante diretamente relacionado a ocorréncia de
sindromes em humanos €& a coexisténcia de DNA mitocondrial mutante e
normal dentro de uma mesma célula. Em populagdes naturais de diversos
organismos esse fendmeno foi considerado transitério e esporadico (Moysés,
1999).

Nos metazoarios, o DNAmt constitui-se de uma molécula de DNA
dupla fita, sem introns e com poucas regides intergénicas. De seus 37 genes,

22 sao de RNAs transportadores (RNAt), dois sdo de RNAs ribossémicos
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(RNAr 12S e 16S), e 13 codificam polipeptideos, sendo trés da citocromo
oxidase COI-Ill, 7 da NADH desidrogenase (ND1-6 e ND4L), dois de sintese de
ATP (ATPase 6 e 8), e o do complexo do citocromo b (Cyt b). Esses
polipeptidios sao subunidades do complexo respiratério presente na membrana
mitocondrial (Garesse et al., 1997). Uma regido nao codificante altamente
variavel dentro do DNAmt é a regido conhecida como D-loop, nos vertebrados
("Displacement Loop") (Wolstenholme, 1992), a qual possui os sitios de
iniciagcao da transcricao e replicagcdo do DNA mitocondrial (Meyer, 1994).

Em alguns DNAmt todos os genes sao transcritos por apenas uma das
fitas, em outros os genes estdo distribuidos entre as duas fitas. Em alguns
casos cada fita € transcrita como um unico e grande policistron, o qual é
processado apos a transcricdo em mensagens génicas especificas. Esse
processamento pode ser realizado por RNAts cuja estrutura secundaria possui
um sinal de clivagem (Boore, 1999).

Os processos de transcricdo e replicacdo do DNAmt sao melhor
estudados em mamiferos (Clayton, 1984; 1991; 1992). Esses processos sao
relativamente simples em relagdo as sequéncias regulatorias e ao maquinario
enzimatico envolvido. Os elementos de controle estdo na regido néao
codificadora. Em muitos animais, a maquinaria de transcrigao consiste de uma
RNA polimerase mitocondrial e um fator de especificidade, tornando este
sistema altamente especifico nas diversas espécies. Ja a replicagdo do DNAmt
€ realizada por uma y-polimerase (Garesse et al., 1997).

Segundo Garcia-Machado et al. (1996), a taxa de substituicdo de

nucleotideos do DNAmt & 10 vezes maior do que dos genomas nucleares.
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Essa alta razdo de evolugcao pode ser devido a falta de histona e mecanismos
de reparo (Garesse et al., 1997), bem como a uma maior incidéncia de
transicbes (substituicdo de uma purina por outra ou de uma pirimidina por
outra) do que transversdes (mudanca de uma purina por uma pirimidina e vice-
versa) acontecendo em todas as posi¢gdes dos codons dos genes mitocondriais
(Meyer, 1994).

A utilidade do DNAmt como marcador molecular foi descoberta na
década de 70 (Avise et al., 1979 a, b; Brown et al., 1979). Desde entao, ele tem
sido muito utilizado para estudos moleculares de genética de populagdes e
evolugdo (Moysés, 1999). Algumas caracteristicas sdo unicas do sistema
mitocondrial: 1) ele mostra uma organizagao altamente compacta com alguns
genes apresentando “overlaps”; 2) possui heranga materna e ndo-Mendeliana;
3) usa um codigo genético diferente do universal; 4) os 22 RNAts do genoma
mitocondrial sado suficientes para codificar completamente os RNAms
mitocondriais (Garesse et al., 1997). Essas caracteristicas tornam o DNAmt um
bom instrumento para analise molecular (Wilson et al., 1987), sendo usado
para estimar o grau de variabilidade (Avise, 2000), caracterizar estruturalmente
as populagdes, inferir sobre a ocorréncia de fluxo génico (Fumagalli et al.,
1999), relacionar a distribuigdo com a biogeografia histérica e apontar relagées
filogenéticas entre espécies préximas (Verspoor et al., 1999; Baldwin et al.,
1998).

A molécula de DNA mitocondrial de camardo possui um tamanho
estimado de 16.000 pares de bases (Bouchon et al., 1994; Wilson et al., 2000).

Contudo, existem poucas informagdes a respeito desse DNA. Em camardes,
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foram realizados o sequenciamento parcial do genoma mitocondrial de F.
notialis (Garcia-Machado et al., 1996) e o sequenciamento completo do DNA
mitocondrial de P. monodon (Wilson et al., 2000). Outros estudos em
peneideos, baseados em DNAmt, analisaram tanto a extensdo total da
molécula, através de RFLP, quanto alguns genes como 12S, 16S e COl, além
da regiao D-loop (Klinbunga et al., 1999; Grabowski e Stuck, 1998; Bouchon et
al., 1994).

A técnica de RFLP do DNAmt tem sido utilizada para analises de
variabilidade genética e de estrutura de populagdes em camardes peneideos.
Duas populag¢des de P. monodon da Australia apresentaram-se geneticamente
diferentes a partir de analises enzimaticas e de RFLP do DNAmt (Benzie et al.,
1993). Os autores ainda observaram que o nivel de variagdo do DNAmt foi
relativamente maior que o enzimatico. Klinbunga et al. (1999), através da
anadlise de RFLP do DNA mitocondrial, também determinaram a variacao
genética e estrutura populacional de P. monodon da Tailandia.

Em camardes, os estudos envolvendo a regido D-loop do DNAmt ainda
sdo escassos. Apesar dessa regiao ter sido sequenciada nas espécies F.
notialis e F. duorarum (Garcia-Machado et al., 1996; Grabowski e Stuck, 1998),
ela apresenta algumas dificuldades de amplificagdo ndo s6 em camaroes,
como em algumas espécies de peixes e aves (Galetti, comunicacédo pessoal).
Essa dificuldade pode ser devida ao fato de se tratar de uma regido altamente
variavel. A regido D-loop € responsavel pelo controle da replicacédo e
transcricdo do DNAmt e nao codifica nenhum RNA. Por n&o possuir nenhum

gene codificador, ela torna-se mais suscetivel as mutagdes, determinando a
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ocorréncia de uma maior quantidade variacdo. A taxa de substituicdo
nucleotidica dessa regidao chega a ser duas a cinco vezes maior do que a dos
genes que codificam proteinas (Meyer, 1994).

Por outro lado, os RNArs mitocondriais sdo compostos por duas
subunidades: a menor, denominada RNAr 12S e a maior, RNAr 16S, as quais
encontram-se na porgao altamente conservada do DNAmt. No entanto, o gene
RNAr 16S contém maior variagdo no comprimento do que o RNAr 12S.
Mutagbes no comprimento sao mais freqientes em RNAr do que em genes que
codificam proteinas, tornando a analise dessas regides uma 6tima ferramenta
para o estabelecimento de relagdes filogenéticas (Meyer, 1994). Bouchon et al.
(1994) observaram uma divergéncia genética de 1,68% entre duas linhagens
de P. monodon, através de analises de RFLP do DNAmt total e de fragmentos
dos genes RNArs 12S e 16S. Os autores também analisaram as relagdes
genéticas entre populagdes de cultivo de M. japonicus, além de determinar a
localizagdo do gene ribossomal 12S. Em um outro estudo, foi observada uma
divergéncia nucleotidica de 11% através de analises de uma por¢do do gene
RNAr 16S das espécies F. notialis e L. schmitti (Machado et al., 1993).
Maggioni et al. (2001), analisaram as relag¢des filogenéticas entre 10 espécies
de peneideos através do sequenciamento parcial da regido RNAr 16S.
Segundo os autores, os dados obtidos mostram que essas espécies formam
dois clados monofiléticos, corroborando a revisdo sistematica de Perez-
Farfante e Kensley (1997), a qual propde a existéncia de dois géneros na
subordem Dendrobranquiata. A diversidade genética dentro e entre cinco

populagdes de P. monodon do Golfo da Tailandia também foi determinada
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através de analises de marcadores RAPD e de RFLP do gene RNAr 16S e de
uma regiao intergénica COI-COIl do DNAmt (Klinbunga et al., 2001).

O gene da citocromo oxidase subunidade | (COI) codifica uma proteina
responsavel pela catalise terminal na cadeia respiratéria mitocondrial, a qual
esta envolvida com o transporte de elétrons e com a translocagao de prétons
através da membrana (Saraste, 1990; Gennis, 1992). O gene COIl € um
marcador mitocondrial frequentemente utilizado para estudos evolutivos por (1)
ser a maior das trés subunidades mitocondriais codificadoras da proteina
citocromo oxidase (Clary e Wolstenholme, 1985; Beard et al., 1993) e por (2)
sua sequéncia protéica conter dominios funcionais altamente conservados e
também regides variaveis (Saraste, 1990; Gennis, 1992). Gusmao et al. (2000)
utilizaram dados da subunidade citocromo oxidase | do DNA mitocondrial para
comparar espécies de peneideos do Atlantico e estabelecer possiveis relagdes
filogenéticas. Relagdes evolutivas entre 13 espécies do género Penaeus
também foram analisadas através do sequenciamento de 558 pb do gene COI
(Baldwin et al., 1998). Esses dados discordaram das analises morfologicas de
Perez-Farfante e Kensley (1997) e do sequenciamento da regidao RNAr 16S do
DNAmt (Maggioni et al., 2001), mas concordaram com as relagdes
biogeograficas. Em um outro estudo, Palumbi e Benzie (1991) descobriram um
alto nivel de divergéncia molecular entre quatro espécies de camardes através
do sequenciamento parcial dos genes RNAr 12S e COI do DNAmt.

Embora andlises do DNAmt tenham sido mais amplamente

empregadas em estudos genéticos de populagdes naturais, esta metodologia
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também tem apresentado resultados interessantes quando utilizada em

estudos de populagdes cativas (Garcia et al., 1994; Bouchon et al., 1994).



OBJETIVOS
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Diante da utilidade do conhecimento das caracteristicas genéticas dos
plantéis para o auxilio no manejo de programas de cultivo, o presente trabalho

tem como objetivos:

1) Analisar as relagbes genéticas entre cinco plantéis de reprodutores do
camarao marinho Litopenaeus vannamei, pertencentes a um importante
centro de producdo de pods-larva do pais, através do sequenciamento

dos genes RNAr 16S e COl do DNAmt .

2) Produzir informagdes genéticas que possam auxiliar o delineamento
de programas de manejo mais adequados para os plantéis estudados,

contribuindo para a sustentabilidade da atividade de cultivo.



MATERIAL E
METODOS



21

3.1 Coleta do material

Os exemplares utilizados no presente trabalho sao procedentes de
cinco plantéis de reprodutores de L. vannamei (Tabela 1) pertencentes ao
laboratério de producdo de pods-larva Aquatec, localizado no estado do Rio
Grande do Norte. Animais da espécie F. subtilis, cedidos pela EMPARN
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte), foram utilizados

como grupo externo.

Tabela 1: Plantéis de reprodutores de L. vannamei utilizado, com suas respectivas

origens e geragodes de cultivo.

I. Plantel II. Geracdo III. Origem

Aqua-044 Fs Diferentes plantéis da Aquatec (formados por animais
provenientes do Panama) em diversas fases de cultivo e

Lusomar (fazenda localizada na Bahia)

Aqua-045 Fs4 Diferentes plantéis da Aquatec (formados por animais
provenientes do Panama) em diversas fases de cultivo,
Lusomar e Camanor (fazenda localizada no Rio Grande do
Norte)

Aqua-046 Fi Diferentes plantéis da Aquatec (formados por animais
provenientes do Panama) em diversas fases de cultivo,

Lusomar e Secom (fazenda localizada no Ceard)

Aqua-051 F4 Diferentes plantéis da Aquatec (formados por animais
provenientes do Panama) em diversas fases de cultivo e

Secom

Aqua-Ven Fi7 Fazendas da Venezuela

Dois individuos de cada plantel de L. vannamei e dois da espécie F.

subtilis foram utilizados para o sequenciamento do gene RNAr 16S, e cinco
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animais de cada plantel, incluindo F. subtilis, foram usados para as analises da
regidao COIl, com excecgao do plantel Aqua-045, para o qual foram utilizados 4
individuos.

Amostras de pledpodos de todos os exemplares foram coletadas e
mantidas em 1 ml de etanol absoluto para serem transportadas para o
Laboratério de Citogenética da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
Sao Carlos, SP. O material fixado foi mantido em freezer, a uma temperatura
de —20°C, até o momento da realizacido da extracdo de DNA. Os tecidos ndo
utilizados na extracdo de DNA foram estocados no Banco de Tecidos do

Laboratério.

3.2 Extracao de DNA de tecidos solidos

O DNA genbdmico total foi extraido de acordo com o protocolo descrito
por Sambrook et al. (1989), com algumas modificagdes.

Pequenos pedagos de tecido (aproximadamente 20 mg) foram
macerados em cadinho com a ajuda de nitrogénio liquido. Posteriormente,
adicionou-se 5 ml solugdo de digestdo (Tris-HCI 0,01 M, NaCl 0,1 M, EDTA
0,025M (pH 8,0), SDS 0,5%, RNase 0,1 mg/ml). Esta solugéo foi transferida
para tubos plasticos de 15 ml e mantida em banho-maria (42°C) por uma hora
e meia. Para digestdo das proteinas acrescentou-se 0,1mg/ml de Proteinase K
e o tubo foi mantido em banho-maria (50°C) por um periodo de duas a quatro
horas. A primeira lavagem foi realizada adicionando-se igual volume da solugéo

fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25: 24: 1). O produto foi homogeneizado
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durante 15 minutos, centrifugado por mais 15 minutos a 3.000 rpm e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Posteriormente, precipitou-se
o DNA através do acréscimo de 1 M de NaCl e dois volumes de etanol 100%
gelado e homogeneizagdo do material. Apds centrifugacdo por 15 minutos a
3.000 rpm o sobrenadante foi descartado. Uma nova lavagem foi realizada
adicionando-se 5 ml de etanol 70%. O produto foi centrifugado a 3.000 rpm por
15 minutos e o0 sobrenadante descartado. Apds secagem em estufa 37°C
“overnight”, o material foi dissolvido em tampao TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1
mM pH 8,0), sendo posteriormente transferido para tubo plastico de 1,5 ml e
acondicionado em freezer a uma temperatura de —20 °C.

O DNA foi quantificado em gel de agarose (0,8%), contendo brometo

de etidio (10 mg/ml).

3.3 Amplificagao do gene RNAr 16S

Para amplificacdo da regido RNAr 16S foram utilizados os “primers”
16Sar (5'-GCCTGTTTAACAAAAACAT-3") e 16Sbr (5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCATGT-3'), descritos por Simon et al. (1991). Na
reacao de PCR utilizou-se volume final de 50 pl, contendo solugao tampao (1x),
5 mM de MgCl,, 200 mM de dNTPs, 4 unidades da enzima Taqg DNA
polimerase, 50 ng de DNA gendmico e 50 ng de cada “primer”. O termociclador
foi programado com 5 minutos de desnaturagao inicial a 93°C, seguido de 30
ciclos com 30 segundos de desnaturagao a 93°C, 30 segundos de hibridizagéo

a 50°C e 45 segundos de extensédo a 72°C. A fase de extensao final foi de 5
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minutos a 72°C. 3 ul dos produtos de amplificacdo foram submetidos a uma
quantificacdo e qualificagdo em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio (10 mg/ml). Para o registro dos géis utilizou-se o sistema Kodak EDAS

290 de fotodocumentacéo.

3.4 Amplificagao do gene COI

Para o estudo da regiao COI foram utilizados os “primers” CO9 (5’ -
TTCGGTTCA(T/C)CCAGAAGT(C/A)TAT - 3) e CO10 (5 -
TAAGCGTCTGGGTAGTCTGA(A/G)TA(T/G)CG — 3’), descritos em Baldwin et
al. (1998). A reacao de PCR foi efetuada em um volume final de 25 pl contendo
solugédo tampao (1x), 1,5 mM de MgCl,, 200 mM de dNTPs, 200 nM de cada
"primer", 3 unidades da enzima Taq DNA polimerase e 10 ng de DNA
genbmico. O programa utilizado para amplificagdo consistiu de 3 minutos de
desnaturagao inicial a uma temperatura de 94°C, seguida de 35 ciclos que
compreenderam desnaturacao (1 minuto a 94°C), hibridizagdo (1 minuto a
45°C) e extensao (1 minuto a 72°C). A extensao final se deu em 5 minutos a
72°C. Para quantificagao e qualificagdo dos produtos de amplificacéo, 3 ul dos
mesmos foram aplicados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
(10 mg/ml). Os géis foram fotodocumentados através do sistema Kodak EDAS

290.
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3.5 Purificagdo dos produtos de PCR

Todos os produtos de amplificacdo foram purificados em uma coluna
de purificagdo utilizando o kit “Wizard PCR Preps DNA Purification System”

(Promega) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

3.6 Clonagem e seqiienciamento dos fragmentos

Os fragmentos purificados foram ligados ao vetor pGEM-T utilizando o
kit “pGEM-T Easy System II” (Promega). Para a reacdo de ligacédo foram
utilizados 3 pl (~150 ng) do produto de amplificagao purificado, 1 ul de T4 DNA
ligase (1U), 5 ul de tampéo de ligagdo 10x e 1 ul do plasmideo “pGEM-T Easy”
(50 ng). Os tubos foram mantidos “overnight” a 16°C.

Para a transformacdao foram utilizadas células competentes de
Escherichia coli, linhagem DH5a. Em um tubo plastico de 1,5 ml foram
adicionados 100 ul de bactéria competente, juntamente com 2 ul do produto de
ligacdo. Esse material foi mantido no gelo por 20 minutos e transferido,
posteriormente, para um banho-maria a temperatura de 42°C, onde
permaneceu por 50 segundos. ApoOs esse periodo o tubo foi novamente
colocado no gelo por 2 minutos. Foram adicionados 950 ul de meio liquido LB
(peptona 1%, NaCl 0,17 M, extrato de levedura 0,5%, pH 7,5). O tubo foi
mantido a 37°C por uma hora e meia, sob agitagdo constante em Incubadora
de Bancada com agitacdo (Cientec). Centrifugou-se o material por 5 segundos
a 13.000 rpm. O produto transformado foi espalhado em uma placa de Petri

previamente preparada com meio LB solido (peptona 1%, NaCl 0,17 M, extrato
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de levedura 0,5%, agar 1,5%, pH 7,5), contendo 1 ul de ampicilina (50 mg/ml)
por ml de meio, 50 pl de IPTG 2.3% e 100ul de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactosidase) a 2% por placa. As placas foram mantidas “overnight”
em estufa a 37°C. A selecao das colbnias recombinantes (coldnias brancas) foi
feita visualmente. Estas colénias foram submetidas a uma reag¢ao de PCR para
verificacdo da presenga do inserto no plasmideo. As amplificagdes foram
realizadas utilizando-se os “primers” M13 “Forward” e “Reverse”. O programa
para amplificacdo consistiu de 40 ciclos com temperatura de desnaturacao de
95°C por 40 segundos, hibridizagdo a 55°C por 40 segundos e extensao a 72°C
durante 1 minuto.

Os clones recombinantes portadores dos fragmentos desejados foram
selecionados em gel de agarose 1%. As mini preparacgdes de plasmideos foram
realizadas através do método de lise alcalina (Sambrook et al., 1989). As
colénias selecionadas foram colocadas em 5 ml de meio LB e mantidas,
“overnight”, a 37°C em Incubadora de Bancada com agitacdo (Cientec).
Transferiram-se 1,5 ml desta cultura para um tubo plastico e centrifugou-se por
30 segundos. O sobrenadante foi descartado e o processo repetido.
Adicionaram-se 200 pl da solugéo | (RNase 0,4 mg/ml, Tri-HCI 100 mM, EDTA
10 mM) e a solugéo foi homogeneizada em vortex. Foram adicionados 200 pnl
da solucéo Il (NaOH 0,2 N, SDS 1%) e inverteu-se o tubo cuidadosamente por
algumas vezes. 200 ul da solugao Il (acetato de potassio 3 M/ml, acido acético
0,09%) foram adicionados ao tubo. Centrifugou-se a solugdo por 5 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um tubo contendo 420 ul de isopropanol

100%. A solugao foi centrifugada por 10 minutos e o sobrenadante descartado.
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Acrescentaram-se 200 pl de etanol 70%, centrifugou-se por 5 minutos e
descartou-se o sobrenadante. 200 ul de etanol 100% foram adicionados ao
tubo, a solucgédo foi centrifugada por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O
material foi mantido a 37°C até secar totalmente. Ressuspendeu-se o produto
em 20 pl de agua.

Os plasmideos foram sequenciados de acordo com o método de Sanger
(1977), utilizando-se o kit “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing’
(Amersham Pharmacia Biotech). Primeiramente realizou-se uma reagao de
PCR utilizando-se 2 ul de tamp&o Sove Money (Tris 200 mM, pH 9.0, MgCl, 5
mM), 2 ul de “premix” ET DYE, 10 pmoles de "primer” (M13 “Foward” ou M13
“‘Reverse”), 200 a 600 ng do DNA molde (plasmideo com inserto). O programa
utilizado para amplificagdo consistiu de 2 minutos de desnaturagao inicial a
uma temperatura de 96°C, seguida de 35 ciclos que compreenderam
desnaturagao (25 segundos a 96°C), hibridizagcdo (30 segundos a 50°C) e
extensdo (1 minuto a 60°C). O DNA foi precipitado utilizando-se 1/10 do volume
de acetato de so6dio/EDTA e 40 ul de etanol 95%. A solugdo foi homogeneizada
em vortex. O produto foi transferido para tubo de 1,5 ml e mantido em
temperatura ambiente por 20 minutos. Centrifugou-se o material por 15 minutos
a 13.000 rpm e o sobrenadante foi descartado. Foram acrescentados 150 ul de
etanol 70%. Centrifugou-se novamente o material por 15 minutos a 13.000 rpm
e descartou-se o sobrenadante. O tubo com “pellet” foi incubado por uma hora
em estufa a 37°C. Foram utilizados 3 ul de “loading buffer” para ressuspender o
“‘pellet”. O produto foi analisado em um sequenciador automatico ABI 377

(Applied Biosystems Inc.).
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Para o seqiienciamento do gene RNAr 16S utilizou-se apenas uma das
fitas de DNA. Ja o gene COlI foi seqlenciado através da utilizagdo das duas

fitas.

3.7 Analise dos dados

As sequéncias obtidas a partir de trés clones de cada uma das amostras
analisadas foram alinhadas para a obtengao de uma sequiéncia consenso por
individuo. O alinhamento se deu através do “site” Multalin (Corpet, 1988),
sendo que a confirmagao foi realizada por inspecao visual. Posteriormente, as
sequéncias consenso geradas para cada individuo foram alinhadas, obtendo-
se assim, uma unica consenso para cada plantel. Estas sequéncias foram
utiizadas para andlises de distadncia genética e para a construgao de
dendrogramas com base no algoritmo de agrupamento de vizinhos “Neighbor-
Joining” (Saitou e Nei, 1987) e na proporcao de diferengas nucleotidicas entre
os pares de sequéncias (distancia p). Testes de “bootstrap” (Felsnstein, 1985)
de 1.000 replicacdes foram realizados para a arvore NJ construida; os valores
acima de 50 (50%) foram considerados significativos. Os calculos foram feitos
usando a versao 2.1 do programa computacional Mega (Kumar et al., 1994), e
a versao 3 do programa DNAsp (Rozas e Rozas, 1999).

Sequéncias da porcao 3’ final do gene RNAr 16S de quatro individuos
de L. vannamei depositadas no GenBank sob o0s numeros de acesso
AF192087, AF192088, AF192089 (Maggioni et al., 2001) e AY264914 (Quan,

J., Zhuang ,Z., Deng ,J., Dai, J. e Zhang, Y; dados n&o publicados) foram
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utilizadas para o alinhamento (através do “site” Multalin) com as sequéncias
consenso de RNAr 16S obtidas no presente trabalho, referentes a cada plantel
estudado. Contudo, esse alinhamento envolveu uma porgdo menor do gene
(485 pb) devido ao fato das sequéncias depositadas no GenBank
apresentarem um tamanho menor. Também foi realizado o alinhamento de
uma sequéncia do gene COI de um individuo de L. vannamei, depositada no
GenBank sob o numero de acesso AY264901 (Quan, J., Zhuang ,Z., Deng ,J.,
Dai, J. e Zhang, Y; dados nao publicados) com as sequéncias consenso do
mesmo gene, obtidas neste trabalho, referentes a cada um dos plantéis
analisados. Utilizou-se um fragmento com a mesma extensdo das sequéncias

consenso dos plantéis.



> RESULTADOS
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4.1 Andlises das seqiiéncias do gene RNAr 16S

As anadlises da regidao RNAr 16S evidenciaram, na amplificagao,
fragmentos correspondentes a, aproximadamente, 600 pb pertencentes a
porcao 3’ final do gene. Estes fragmentos foram sequenciados e 529 pb foram
selecionadas para o alinhamento das sequéncias (Figura 1). As sequéncias
consenso de cada um dos individuos foram depositadas no banco de dados do
“GenBank” sob os seguintes numeros de acesso: AY344183 a AY344192 para
a espécie L. vannamei, e AY344193 e AY344194 para F. subtilis.

Foram encontrados dois haplétipos entre as sequéncias obtidas para a
regiao RNAr 16S. Um unico haplétipo foi compartilhado entre todos os plantéis
de L. vannamei, o outro caracterizou os individuos de F. subtilis. Nao foram
observadas insercoes/delecdes e mutagdes entre as sequéncias dos cinco
plantéis de L. vannamei estudados. A diversidade nucleotidica total e as
distancias genéticas obtidas entre esses plantéis foram iguais a zero,
contrastando com a distancia de 8,2% obtida entres as duas espécies (L.
vannamei e F. subtilis).

A composicao média de nucleotideos obtida para os fragmentos do
gene RNAr 16S foi de A = 31,8%, C = 14, 6%, G = 21, 6% e T = 32,1%.
Quando F. subtilis foi incluida nas analises a composicdo manteve-se

praticamente a mesma (A = 32%, C =14,6%, G=21,5% e T = 32%).



Figura 4:
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1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

GETATGTARAGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARRGEGCCGCGGTATACTGACCGTGCGAAGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTAATTGGAGECTCGTATGARTGGT TEGACARRARGCARACTGT
GETATGTARRGTCTGGCC TGCCCACTRATTTATTTTARAGGGCCECRGTATACTGACCRTGRCGAAGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTAAT TGGAGECTCGTATGARTGET TRGACARRARGCARACTET
GETATGTARRGTCTGECC TECCCACTGATTTATTT TARAGGGCCGCEGTATACT GACCE TGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTAART TGGAGECTCGTATGARTGGT THGACAARARGCARAC TET
GGETATGTARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARRGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTAATTGGAGECTCGTATGARTGGT TRGACARRARGCARRCTGT
GETATGTARAGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGAAGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTAAT TGGAGGCTCGTATGAATGGT TEGACARRARGCARRCTET
GETATATARAGTCTGECC TRCCCACTRATTTATTTTAARGGGLCRCGGTATACTRACCATRCGARGRTAGCATARTCATTAGTCTTTTART TRGAGKCT TRTATGARTAGT TRGACARARRGCARGLTET

1.31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

CTCRAATTATATTTATTGAAT T TAACTTTTARGTGARAAGELT TARATARAT TARGEGGACGATARGACCC TATARAGLT T TRCARTARGT TRCCTATAT THTARAT IGT TAGTATARCT TGRGT T TRGET
CTCARTTATATTTATTGAATTTAACTTTTARGTGARARGECT TARRTARAT TARGEGGACGATARGACCC TATARAGC T TTACARTARGTTACCTATATTATARRTTGTTAGTATAACTTGAGT TTRGET
CTCARTTATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARARGGCT TARATARAT TARGGGGACGATARGACCC TATARRGC T TTRCAATARGTTACCTATATTATRAARTTGTTRGTATAARCT TGAGT TTAGGT
CTCARTTATATTTATTGAATTTRACTTTTARGTGARARGGCT TARATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATAARGCTTTRCARTAAGT TRCCTATATTATAAATTGTTRGTATAACT TGAGTTTAGET
CTCARTTATATTTATTGARTT TARCTTTTARGTGRARAGGLT TARATAAAT THRGGGGACGATANGACCC TATARRGCT TTRCAATAAGT TRCCTATATTATARATTGT TRGTATAACT TGAGT TTAGET
CTCARTTATAATRATTGARAT TAACT TTTGAGTGRAARGELT TARATAAAT TARGGEGACGATARGRCCCTATARRGCT TARCARTAAGCTGTCTATAT TATARACTGT TRGTATARCT TGATACTARAT

261 270 280 290 300 o 320 330 340 350 360 370 380 390

ARCGTTTGTTGCGT TGGGGCGACGAGRATATRATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTAATGACAGRARTTTCTGGARRAT TARTGATCCTCTACTAGAGATCATAAGAT TARGTTACTTTAGGGATARCA
ARCGTTTGTTGCGT TGGGGCGACGAGRATATAATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTAATGACAGARATTTCTGGARRAT TARTGATCCTCTACTAGAGATCATAAGAT TARGTTACTTTAGGGATARCH
RACGT T TGTTRCGT TGGGGCGACGAGRATATARTARGTARCTGT TCT TARGT THTTTRATGACAGAART TTCTGGARRAT TRRTGATCCTCTACTAGAGRATCATAAGAT TAAGT TACT TTAGGGATARCH
RACGT T TGTTBCGT TREGGCGACGAGRATATARTARGTARCTET TCTTARGTTAT TTAATGRCAGAART TTCTGGARRAT TRRTGRTCCTCTACTAGAGATCATARGAT TARGT TACT T TAGGGA THRCA
ARCGTTTGTTGCGT TGEEGCGACGAGRATATARTARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGAARTTTCTGGARAAT TARTGATCCTCTACTAGAGATCATAAGAT TARGTTACTTTAGGGATAACA
GETATTTGTTGCETTGEGGCGACGAGARTATARRAGSTARCTGTTCTTATARCATATARTARCAGARATATCTGGARATTTARTGATCCTTTTTTAARGATCATARGAT TARGTTACTTTAGGGATAACA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

1 1
GLGTAATCTTCTT TRAGAGTCCACATCGACAGGARGGETTGCAACCTCGATRTTGAAT TARGERTTCCTTATAATGCAGCAGT TATARAGGAGGRTCTGTTCGACCTTTARATCCTTRCATRATCTGAGT
GCGTAARTCTTCTT TGAGAGTCCACATCGACRGGARGEET TGCEACCTCGATETTGRAT TARGEGRT TCCT TRATARTGCAGCAGT TATARAGGAGGETCTGT TCGACCTTTARATCCT TRCATGATCTGAGT
GCGTAARTCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGETTGCGACCTCGATGTTGART TRAGGGT TCCTTATAATGCAGCAGT TRATARAGGAGGGTCTGTTCGACCTTTARRTCCTTACATGATCTGAGT
GCGTARTCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGET TGCGACCTCGATGTTGART TARGGGT TCCTTATAATGCAGCAGT TATARAGGAGGGTCTGTTCGACCTTTARRTCCTTACATGATCTGAGT
GCGTAARTCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGETTGCEACCTCGATGTTGART TRAGGGT TCCTTATRATGCAGCAGT TATARAGGAGGETCTGTTCGACCTTTARATCCTTACATGATCTGAGT
GCGTAATCTTCCTTGAGAGTCCACATCGACAGGAGEGET TRCEACCTCGATETTGART TARGGTATCCTTATGATGCAGCAGT TRTARAGGARGETCTGT TCGACCTTTARRTCCT TRCATGATCTGAGT

.‘llai 529
mmm—
TCAGACLGG
TCAGACCGL
TCAGACCGG
TCAGACCGE
TCAGACCGG
TCAGACCGH

Alinhamento das seqUéncias consenso dos plantéis Aqua-044, Aqua-045,

Aqua-046, Aqua-051 e Aqua-ven e da espécie F. subtilis, referentes ao gene RNAr

16S.

No alinhamento das sequéncias do gene RNAr 16S de L. vannamei

obtidas no presente trabalho com aquelas anteriormente depositadas no

“‘GenBank” (Figura 2) também ndo foram observadas divergéncias

nucleotidicas.



RAqua-044
Aqua=045
AF192088
AF192087
AF192089
AY264914
Aqua-051
Aqua=ven
RAqua-046
Consensus

Aqua-044
Aqua=045
AF132088
AF192087
AF192089
AY264914
Aqua-051
Aqua=ven
RAqua-046
Consensus

Aqua-044
Aqua=045
AF132088
AF192087
AF192089
AY264914
Aqua-051
Aqua=ven
RAqua-046
Consensus

RAqua-044
RAqua=-045
AF192088
AF192087
AF192089
AY264914
Aqua-051
Aqua=ven
Aqua-046
Consensus

33

1 10 20 30 40 50 1] 0 a0 90 100 110 120 130

1

TAARGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTT CGCGGTATACTGACCGTGCGAAGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCAAT
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGRTTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGCTCGTATGAATGGT TGGACARARRGCARACTGTCTCAART
TAARGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGAAGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCAAT
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCAART
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCART
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCAART
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCART
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCAART
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCART
TARRGTCTGGCCTGCCCACTGATTTATTTTARAGGGCCGCGGTATACTGACCGTGCGARGGTAGCATARTCATTAGTCTTTTARTTGGAGGC TCGTATGAATGGT TGGACARAARGCARACTGTCTCAART

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1

TATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARARGGCT TAAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARRRGGCT TAAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGARTTTARCTTTTAAGTGARARGGCT TAAATARAT TARGGGGACGATAAGACCCTATARAGC TTTACARTAAGTTACCTATATTATARATTGT TRAGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARARGGCT TRAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGAATTTAACTTTTAAGTGARARGGCT TAAATAAAT TARGGGGACGATAAGACCCTATARAGC TTTACARTAAGTTACCTATATTATARATTGT TAGTATAACTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARARGGCT TAAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGAATTTAACTTTTAAGTGARARGGCT TRAAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRAGTATAARCTTGAGTTTAGGTAACGT T
TATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARARGGCT TAAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT
TATATTTATTGAATTTAACTTTTAAGTGARARGGCT TRAAATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRAGTATAARCTTGAGTTTAGGTAACGT T
TATATTTATTGARTTTARCTTTTARGTGARARGGCT TARATARAT TARGGGGACGATARGACCCTATARAGC TTTACARTARGTTACCTATATTATARATTGT TRGTATARCTTGAGTTTAGGTAACGTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1

TGTTGCGTTGGEGCGACGAGARTATARTARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGARRRTTARTGATCCTCTACTAGAGATCATAAGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATAATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGARARTTARTGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATAATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGAARATTAATGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAA
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATAATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGARARTTARTGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATAATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGAARATTAATGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAA
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATARTARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGARRRTTARTGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATAATARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGAARATTAATGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAA
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATARTARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGARRATTARTGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR
TGTTGCGT TGGGGCGACGAGARTATAATARGTARCTGTTCTTARGT TATTTARTGACAGARATTTCTGGAAAAT TARTGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TRAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR
TGTTGCGTTGGGGCGACGAGARTATARTARGTARCTGTTCTTARGTTATTTARTGACAGARATTTCTGGARRRTTARTGATCCTCTACTAGAGATCATARGAT TAAGTTACTTTAGGGATARCAGCGTAR

391 A0 410 420 430 44 450 460 470 480 485

1 1
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGTTGCGACCTCGATGTTGAAT TARGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGART TARGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATARAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGTTGCGACCTCGATGTTGAAT TARGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGAAT TRAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGAAT TAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGAAT TRAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGAAT TAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGAAT TAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGT TGCGACCTCGATGTTGAAT TAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT
TCTTCTTTGAGAGTCCACATCGACAGGARGGGTTGCEACCTCGATGTTGAAT TRAAGGGTTCCTTATARTGCAGCAGT TATAAAGGAGGGTCTGTT

Figura 5: Alinhamento das sequUéncias consenso dos plantéis Aqua-044, Aqua-045,

Aqua-046, Aqua-051 e Aqua-ven e das quatro seqliéncias obtidas do “GenBank”
(AY264914, AF192087, AF192088 e AF192089), referentes ao gene RNAr 16S.

Devido ao fato dos plantéis ndo apresentarem divergéncias, no

dendrograma obtido a partir das analises das sequéncias do gene RNAr 16S

(Figura 3) observou-se uma maior homogeneidade entre as amostras. Apesar

de terem sido formados dois agrupamentos, os valores de “bootstrap” obtidos

nao foram

significantes (< 50), ndo permitindo a confirmacdo das relagbes

genéticas estabelecidas nos agrupamentos.
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14 Aqua-044

10 Aqua-046

Aqua-ven

9 Aqua-051

Aqua-045

F.subtilis

Figura 6: Dendrograma baseado no algoritmo “Neighbor-Joining” e no método de
distancia p obtidos a partir de seqliéncias do gene RNAr 16S, relacionados aos
plantéis Aqua-044, Aqua-045, Aqua-046, Aqua-051 e Aqua-ven, além da espécie F.

subtilis (os numeros acima dos bragos representam os valores de “bootstrap”).

4.2 Analises das seqiiéncias do gene COI

Um fragmento de aproximadamente 650 pb da porgéo 3’ final do gene
COl foi amplificado e sequenciado. 600 pb foram utilizados para o alinhamento
das sequéncias (Figura 1). As sequéncias consenso de cada um dos individuos
foram depositadas no “GenBank” sob os numeros de acesso AY344200 a
AY344223 para a espécie L. vannamei, e AY344195 a AY344199 para F.
subtilis.

No alinhamento das sequéncias consenso dos cinco plantéis
analisados observou-se 9 sitios polimérficos (mutagdes) e 9 sitios de
insergdes/delegdes. Foram encontrados cinco haplétipos em L. vannamei (um
para cada plantel) e um em F. subtilis. A diversidade nucleotidica total

encontrada foi de 0,00745.
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As sequéncias obtidas para o gene COI foram compostas, em média,
por T = 38.5%, C = 18%, A = 26.95 e G = 16.6%. A composi¢cdo permaneceu
praticamente a mesma quando as sequéncias de F. subtilis foram incluidas nas

analises (T = 38.6%, C =17.9%, A=27% e G = 16.5%).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1
Rqua=044 TTCGETCATCCAGARGTCTRTATTTTRATTTTA=CCTGCTTTTGGETATART TTCCCATAT TATTAGTCARGRAATL TGGTARRARRGARGCAT TCGGARCAC TCGGGATRATCTATGLTATACTTGCTATT
Rqua~0d6 TTCGGETCATCCAGARGTATATATTTTAATTTTA-CCTGCTTTTGETATARTTTCCCATAT TATTAGTCARGARTC TRGTARAAAAGAAGCAT TCGGARCAC TCRGGATARTCTATGCTATACTTRCTATT
Mqua=051 TTCGETCATCCAGARGTATATATTTTARTTTTA=CCTGCTTTTGGTATARTTTCCCATAT TATTAGTCHAGARTC TGGTARRAARGAAGCAT TCGEARCAC TCGEGATRATCTATGCTATACTTGCTATT
Mqua-ven TTCGETCATCCAGARGTATATATTTTARTTTTA=CCTRCTTTTGGETATA=TTTCCCATAT TATTAGTCARGARTC TGGTARRRARGAAGCAT TCGGARCAC TCGGEGATAATCTATGCTATACTTGCTATT
Mqua=045 TTCGGTCATCCCGGAGTATATATTTTARTTTTARCCGGCTTTTGETATART TTCCCATAT TATTAGTCAAGARTC TGGTARRAARAGARGCAT TCGEAACAC TCGEGATARTCTATGCTATACTTGCTATT

F.subtilis TTCGETCATCCAGAAGTCTATATCTTAATTCTA=CCTGETTTTGGETATARTTTCTCACAT TATTAGTCARGARTC TRGTARARARGAAGCTTTTGGARCACTTGGARTAATTTATGCTATAC TAGCAATT

1I.31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Aqua~044 GGTGTCCTAGGAT TCGTAGTATGAGCACACCATATAT T TACAGTAGE TATGGATGT TGATACTCG=TGCTTATTTTACATC TRCARCAATGATTAT TGCCGT TCCTRCAGGTATTARART TTTCAGT TGA
Aqua~046 GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGE TATGGATGT TGATACTCG=-TGCTTATTTTACATC TERCARCARTGATTATTGCCGT TCCTACAGGTATTARRATTTTCAGTTGA
Rque=051 GGTGTCCTAGGAT TCGTAGTATGAGCACACCATATAT T TACAGTAGE TATGGATGT TGATACTCG=TGCTTATTTTRCATC TGCARCARTGATTATTGCCGT TCCTRCAGGTRTTARART TTTCAGT TGA
Rqua~ven GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGETATGGATGTTEATACTCG-TGCTTATTTTRCATC TRCARCARTGATTATTRCCGTTCC TRACAGETATTARART TTTCAGTTGA
Rqua=045 GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGETATGGATGT TBATAC TCGETGCTTATTT TACATC TGCARCARTGAT=ATTGCCGT TCCTRCAGGTRT TARART TTTCAGT TGA
F.subtills GGTGTTTTAGGATTTGTAGTGTGAGCACATCATATATTCACAGTAGETATGGATGT TGACACTCG-CGCTTACTTTACATC TRCTACARTGATCAT TRCTGTCCC TRCTGETATTARRRTCTTTAGCTGA

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 330

Aqua~044 CTAGGETACTCTTCATGGTRCTCAACT TARCTATAGTCCTTCTCTAAT T TGAGCGCTAGGATTTETATTTCTATTTACTGTGGETGETT TRACCGGTGT TRTAC TAGC TRART TCTTCART TGACATTATT
Aqua-046 CTAGGETACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAAT T TGAGCGCTAGGATTTETATTTCTATTTACTGTEGETGETT TRACCRGTET TGTACTAGCTAR=TTCTTCARTTGACATTATT
Aqua=051 CTAGETACTCTTCATGGTACTCAACT TRACTATAGTCCTTCTCTARTTTGAGCGCTRGGATTTGTATTTCTATTTACTGY GGGTGETTTRACCEGTGT TGTACTAGCTRA=TTCTTCART TGACATTATT
Aqua~ven RATAGGETACTCTTCATGGTACTCAARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAATTTGAGCGCTAGGATTTRTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTT TRARCCGGTATTRTACTAGC TRA=TTCTTCARTTGACATTATT
Aqua=045 CTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAAT T TGAGCGCTRGGATTTETATTTCTATTTACTGTGGGTGETT TRRCCEGTGT TRTAC TAGC TRA=TTCTTCART TGACATTATT
F.subtilis TTAGGAARCACTTCATGGTACTCAACTTAACTACAGCCCCTCTCTAATTTGAGCTCTAGGATTTRTATTTTTATTTACAGT TGARGGTCTAACTGGAGT TRTATTAGCTRA-TTCTTCARTTGRACATTATT

3891 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

Rqua=044 TTRCAT=GATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGC TGTATT=GGTATTTTTGCAGGTAT TGCTCACTGATTCCCTTTATT TACGGGECT TACC T TRAACCC TRAGTGA
Aqua-046 TTRCAT-GATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATETTCTTTCARTAGGAGC TRTATTTRETATTTTTGCAGGTAT TRCCCACTRATTCCCTTTATT TACGEGGCTTACCTTARACCCTAAGTGA
Aqua=051 TTACAT=GATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCT TTCAATAGGAGC TGTATTTGETATTTT TGCAGGTAT TGCCCACTGATTCCCTTTATTTACGGGECT TACC T TRARCCE TAAGTGA
Aqua=ven TTRACAT-GATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGCTRTATTTGETATTTTTGCAGGTATTRCCCACTRATTCCCTTTATTTACGEGECT TACC TTARRCCCTARATGA
Aqua=045 TTRCAT=GATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGC TGTAT TTGETATTT T TGCAGGTAT TGCTCACTGAT TCCCTTTAT T TRCGGGGCT TACCTTRARCCCTARGTGA
F.subtilis CTACATTGATACATATTATGTCHTTRCACATTTTCATTATETCCTTTCARTAGGAGCTGTATTTGRTATTYTTRCAGGTATTGCTCACTGATTTCCTTTATTTACGEGECTCACCTTRARCCCTARATER

?21 530 540 550 560 570 580 590 ﬂ;
Aqua=044 TTARARATTCACTTTCTYGTTATATTCATTGGAG=RAATAT TRCATTCTTCCCCCAACAT TTCTTAGGTCT TRATGEA
Aqua-046 TTARARATTCACTTTCTTGTTATATTCATTGEAGTAAATATTACATTCTTCCCCCARCATTTCTTAGETCTTAATGEA
Aqua=051 TTARAARTTCACTTTCTTGT TATATTCAT TGGRGTARATAT TRCATTCCTCCCCCARCAT TCCTTAGGTCT TAATGEA
Rqua-ven TTARRRATTCACTT-CTTGTTATATTCATTGEAGTARATATTACATTCTTCCCCCARCAT TTCTTAGRTCTTRAATGEA
Rqua=045 TTRAARRATTCACTTTCTTGT TATATTCAT TGGAGTARATATTACATTCTTCCCCCARCAT TTCTTRGGTCT TRATGEA

F.subtilis CTRARRRATTCATTTTCTCGTTATATTTATCGEAGTARRTATTACATTTTTTCCYCAACAT TTCTTAGGACT TRATGEA

Figura 4: Alinhamento das sequiéncias consenso dos plantéis Aqua-044, Aqua-045,

Aqua-046, Aqua-051 e Aqua-ven e da espécie F. subtilis, referentes ao gene COI.

No alinhamento entre as sequéncias do gene COIl de L. vannamei,
obtidas no presente trabalho, e uma outra sequéncia da mesma regido e

mesma espécie depositada no “GenBank” (Figura 5) pdde-se observar que a



sequéncia

36

obtida do GenBank também apresentou alguns nucleotideos

diferentes dos demais, como no resultado obtido com as analises dos cinco

plantéis estudados.

RAqua-044
Aqua=046
AY264901
Aqua=051
Aqua-ven
Aqua=045
Consensus

Aqua-044
Aqua=046
AY264901
Aqua=051
Aqua-ven
Aqua=045
Consensus

Aqua-044
Aqua=046
AY264901
Aqua=051
Aqua-ven
Aqua=045
Consensus

RAqua-044
Aqua=046
AY264901
Aqua=051
RAqua-ven
Aqua=045
Consensus

Aqua-044
Aqua=046
AYZ264901
Aqua=051
Aqua-ven
Aqua=045
Consensus

1 10 20 30 a0 50 60 0 80 90 100 110 120 130

|

TTICGGTCATCCAGARGTCTATATTTTAATTTTA-CCTGCTTTTGGTATAATTTCCCATATTATTAGTCARGARTCTGG TARAARRGARGCAT TCGGARCACTCGGGATAATCTATGCTATACTTGCTATT
TTCGGTCATCCAGARGTATATATTTTARTTTTA-CCTGCTTTTGGTATAATTTCCCATATTATTAGTCAAGARTCTGG TARARRAGARGCAT TCGGARCACTCGGGATARTCTATGCTATACTTGCTATT
TTCGGTCACCCAGARGTATATATTTTAATTTTA-CCTGCTTTTGGTATAATTTCCCATATTATTAGTCARGARTCTGG TARAAARGARGCAT TCGGARCACTCGGGATAATCTATGCTATACTTGCTATT
TTCGGTCATCCAGARGTATATATTTTARTTTTA-CCTGCTTTTGGTATAATTTCCCATATTATTAGTCAAGARTCTGG TARAARAGARGCAT TCGGARCACTCGGGATARTCTATGCTATACTTGCTATT
TTCGGTCATCCAGARGTATATATTTTAATTTTA-CCTGCTTTTGGTATA-TTTCCCATATTATTAGTCARGARTCTGG TARAARAGARGCAT TCGGARCACTCGGGATAATCTATGCTATACTTGCTATT
TTCGGTCATCCCGGAGTATATATTTTARTTTTARCCGGCTTTTGGTATAATTTCCCATATTATTAGTCAAGARTCTGG TARARRRGARGCAT TCGGARCACTCGGGATARTCTATGCTATACTTGCTATT
TTICGGTCATCCaGaAGTaTATATTTTAATTTTA, CCLGCTTTTGGTATAATTTCCCATATTATTAGTCARGARTCTGG TARARARGARGCAT TCGGARCACTCGGGATAATCTATGCTATACTTGCTATT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I

GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGG TATGGATGT TGATACTCG-TGCTTATTTTACATCTGCARCARTGATTATTGCCGTTCCTACAGGTATTARAATTTTCAGTTGA
GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGGTATGGATGTTGATACTCG-TGCTTATTTTACATCTGCARCAATGATTATTGCCGTTCCTACAGGTATTARARTTTTCAGTTGA
GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGG TATGGATGT TGATACTCG-TGCTTATTTTACATCTGCARCARTGATTATTGCCGTTCCTACAGGTATTARAATTTTCAGTTGA
GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGGTATGGATGTTGATACTCG-TGCTTATTTTACATCTGCARCAATGATTATTGCCGTTCCTACAGGTATTARARTTTTCAGTTGA
GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGG TATGGATGT TGATACTCG-TGCTTATTTTACATCTGCARCARTGATTATTGCCGTTCCTACAGGTATTARAATTTTCAGTTGA
GGTGTCCTAGGATTCGTAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGG TATGGATGTTGATACTCGGTGCTTATTTTACATCTGCARCAATGAT-ATTGCCGTTCCTACAGGTATTARARTTTTCAGTTGA
GGTGTCCTAGGATTCAETAGTATGAGCACACCATATATTTACAGTAGGTATGGATGT TRGATACTCG . TRCTTATTTTACATCTGCARCARTGATEATTGCCGTTCCTACAGGTATTARAATTTTCAGTTGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I

CTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAATTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTTTARCCGGTGTTGTACTAGCTARATTCTTCAATTGACATTATT
CTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTARTTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTTTARCCGGTGT TRTACTAGCTAR-TTCTTCARTTGACATTATT
CTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAATTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTTTARCCGGTGTTGTACTAGCTAR-TTCTTCARTTGACATTATT
CTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTARTTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTTTARCCGGTGT TGTACTAGCTAR-TTCTTCARTTGACATTATT
ATAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAATTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTTTARCCGGTGTTGTACTAGCTAR-TTCTTCARTTGACATTATT
CTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTARTTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGTGGGTGGTTTARCCGGTGT TGTACTAGCTAR-TTCTTCARTTGACATTATT
cTAGGTACTCTTCATGGTACTCARCTTARCTATAGTCCTTCTCTAATTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTRTGGGTGGTTTARCCGGTGTTGTACTAGCTAA, TTCTTCARTTGACATTATT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1

TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGC TRTATT-GGTATTTTTGCAGGTATTGCTCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTARACCCTAAGTGAT
TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCCCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTAARCCCTARGTGAT
TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGC TRTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCCCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTARACCCTAAGTGAT
TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCCCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTAARCCCTARGTGAT
TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGC TRTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCCCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTARACCCTARRTGAT
TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCTCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTAARCCCTARGTGAT
TTACATGATACATACTACGTAGTAGCACATTTCCACTATGTTCTTTCARTAGGAGC TRTATTEGGTATTTTTGCAGGTATTGCcCACTGATTCCCTTTATTTACGGGGCTTACCTTARACCCTAAZTGAT

521 530 540 550 560 570 580 590 597

1 I
TARAARTTCACTTTCTTGTTATATTCATTGGAG-AARTATTACATTCTTCCCCCAACATTTCTTAGGTCTTARTGGA
TARRARTTCACTTTCTTGTTATATTCATTGGAGTAARTATTACATTCTTCCCCCAACATTTCTTAGGTCTTARTGGA
TARAARTTCACTTTCTTGTTATATTCATTGGAGTAARTATTACATTCTTCCCCCARCATTTCTTAGGTCTTARTGGA
TARAARTTCACTTTCTTGTTATATTCATTGGAGTAARTATTACATTCCTCCCCCAACATTCCTTAGGTCTTARTGGA
TARAARTTCACTT-CTTGTTATATTCATTGGAGTAARTATTACATTCTTCCCCCARCATTTCTTAGGTCTTARTGGA
TARAARTTCACTTTCTTGTTATATTCATTGGAGTAARTATTACATTCTTCCCCCAACATTTCTTAGGTCTTARTGGA
TARAARTTCACTTLCTTGTTATATTCATTGGAGLARRTATTACATTCLTCCCCCAACATTLCTTAGGTCTTARTGGA

Figura 5: Alinhamento das seqiiéncias consenso dos plantéis Aqua-044, Aqua-045,
Aqua-046, Aqua-051, Aqua-vem e da sequéncia obtida do “GenBank” (AY264901),

referentes ao gene COI.

O nivel de divergéncia obtido entre os plantéis de L. vannamei, para as

analises da regiao COl, variou de 0,34% entre Aqua-046 e Aqua-051 a 1,34%

entre Aqua-051 e Aqua-045, contrastando com a distancia média de,

aproximadamente, 11% obtida entre L. vannamei e F. subtilis (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores de distancia genética obtidos a partir da analise de sequéncias do

gene COI. Acima da diagonal encontram-se os valores de desvio padréo.

Distancia Genética e Desvio Padrao

Plantéis |Aqua-044 Aqua-046 Aqua-051 Aqua-ven Aqua-045 F. subtilis
Aqua-044 - 0.0029  0.0040 0.0035 0.0033 0.0124
Aqua-046 | 0.0051 - 0.0023  0.0023  0.0036 0.0125
Aqua-051| 0.0101 0.0033 - 0.0033  0.0046 0.0127
Aqua-ven | 0.0084  0.0034  0.0067 - 0.0042 0.0125
Aqua-045| 0.0067  0.0084 0.0134  0.0118 - 0.0127
F. subtilis| 0.1064  0.1094 0.1128  0.1081 0.1113 -

O dendrograma construido a partir de sequéncias do gene COI (Figura

6) apresentou dois agrupamentos: um deles contendo os plantéis Aqua-051 e

Aqua-046 e o outro contendo os plantéis Aqua-044 e Aqua-045. Os dois

agrupamentos foram bem suportados pelo teste “bootstrap” (86 e 58,

respectivamente).



86

72

58
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Aqua-046
Aqua-051
Aqua-ven
Aqua-044
Aqua-045

F.subtilis

Figura 6: Dendrograma baseado no algoritmo “Neighbor-Joining” e no método de

distancia p obtido a partir de seqiiéncias do gene COl, relacionados aos plantéis Aqua-

044, Aqua-045, Aqua-046, Aqua-051 e Aqua-ven, além da espécie F. subtilis (os

numeros acima dos bragos representam os valores de “bootstrap”).
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A utilizacdo de uma espécie exotica pela grande maioria das fazendas
de cultivo de camarao brasileiras determinou a ocorréncia de diferentes
procedimentos para a formagao dos estoques de reprodutores. Assim, estes
plantéis podem apresentar diferencas ou similaridades entre si, refletindo suas
respectivas origens e historias de deriva genética, decorrentes de suas
populagdes fundadoras. O estudo das relagdes genéticas entre esses estoques
pode gerar informagbes extremamente Uteis para auxiliar um manejo mais

adequado dos mesmos.

Relagbes genéticas distintas entre os diferentes plantéis estudados
puderam ser observadas somente através da analise da regido COI. Embora
as anadlises do gene RNAr 16S tenham sido capazes de distinguir haplétipos
entre L. vannamei e F. subtilis, elas nao puderam discriminar diferencas
genéticas entre os plantéis de L. vannamei, uma vez que os valores de
“bootstrap” obtidos para os agrupamentos formados nao foram significativos. A
regiao RNAr 16S, por apresentar pequenas taxas de evolugdo, é mais
conservada (Meyer, 1994). Estima-se que haja uma divergéncia de 4 - 6%
entre espécies do mesmo género para alguns Artropoda (Simon et al., 1994).
Esta caracteristica deste gene garante uma maior sensibilidade para a
discriminagdo entre espécies do que dentro de espécies. Em camardo, por
exemplo, o sequenciamento da regido RNAr 16S, permitiu a caracterizagao de
um morfotipo de camarao rosa, usualmente identificado como F. subtilis, o qual
apresentou caracteristicas genéticas diferentes, podendo ser classificado como
uma nova espécie (Maggioni et al., 2001). Contudo, os autores observaram

somente pequenas diferengas entre as sequéncias de individuos desse



41

morfotipo, coletados em uma grande extensao geografica da costa brasileira.
As pequenas taxas de evolugdo apresentadas por esta regido podem
determinar a ocorréncia de pouca ou nenhuma diferenciacao entre sequéncias
de individuos pertencentes a uma mesma espécie. A homogeneidade
apresentada entre as sequéncias dos plantéis de L. vannamei, através da
analise do gene RNAr 16S, pode, portanto, ser devida ao padrao conservado
dessa regiao, mas o efeito da utilizagcdo de um pequeno numero de individuos
nao pode ser descartado. Da mesma maneira, o comportamento conservado
nao permitiu diferenciagdes entre as sequéncias aqui obtidas e aquelas
retiradas do “GenBank”. No entanto, foram observadas divergéncias entre L.
vannamei e F. subtilis (utilizado como grupo externo), visto que se encontrou
uma distancia significativa entre as duas espécies.

As divergéncias genéticas encontradas com a anadlise do gene COlI
foram substancialmente maiores que aquelas apresentadas pela regiao RNAr
16S. A taxa de substituicdo apresentada pela regido COIl é um pouco mais
elevada, permitindo a detecgdo de diferengas genéticas entre populagdes da
mesma espécie (Lee, 2000; Conn, 1998; Gusmao et al., 2000), e pode explicar
a ocorréncia de divergéncias genéticas tanto entre as sequéncias dos cinco
plantéis de L. vannamei estudados quanto entre estas e aquela retirada do
“‘GenBank”. O nivel de divergéncia nucleotidica obtido (0,7%) foi relativamente
baixo se comparado com a taxa de divergéncia nucleotidica (0 a 3%)
encontrada dentro de 14 espécies (inclusive L. vannamei) estudadas por
Baldwin et al. (1998). No entanto, as sequéncias obtidas no presente trabalho

apresentaram diversidade nucleotidica suficiente para determinar a presenca
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de um haplétipo por plantel, bem como produzir distédncias genéticas
significativas entre eles (0,34 — 1,34%). Gusméao et al. (2000) encontraram
distancias genéticas médias de 0,14% entre individuos da espécie F. paulensis,
0,27% para F. brasiliensis e 0,36% para o morfotipo |l de F. subtilis, através do
sequenciamento do gene COIl. A maior divergéncia intraespecifica encontrada
pelos autores foi de 1,26% entre dois haplétipos raros do morfotipo | de F.
subtilis; este resultado esta muito proximo da maior distancia genética (1,34%)
obtida entre os plantéis analisados no presente trabalho.

No dendrograma construido a partir do sequenciamento do gene COI
foi observada a presenga de dois agrupamentos diferenciados. Uma provavel
explicagdo para o agrupamento obtido entre os plantéis Aqua-051 e Aqua-046
pode decorrer do fato deles possuirem origem comum. Os individuos que
formaram estes plantéis sdo, em sua maioria, originados de uma fazenda
localizada no estado do Ceara (Secom). O agrupamento obtido entre os
plantéis Aqua-045 e Aqua-044 também pode ser explicado por uma origem
comum, uma vez que estes plantéis foram formados, em sua grande maioria,
por animais provenientes do Panama, o que estaria, provavelmente,
determinando uma maior proximidade entre eles.

Por sua vez, Aqua-ven estava em uma fase de domesticagao avangada
e se constituia numa linhagem formada por reprodutores obtidos da Venezuela
ja na 172 geragdo. Freitas e Galetti (2002), em um estudo sobre a variagao
genética desse plantel, utilizando primers de VNTR, detectaram uma baixa
variabilidade genética, a qual foi atribuida a elevada taxa de endocruzamentos

e ao pequeno numero de individuos utilizados como reprodutores para originar
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as geragOes seguintes. Embora esse plantel apareca proximo ao agrupamento
formado pelos plantéis Aqua-046 e Aqua-051, a reduzida variabilidade
genética, previamente detectada no estudo de VNTRs, presente neste plantel
pode ser um indicador de sua diferenciagao.

Nas diferentes fazendas de cultivo de camardo do Brasil um dos
grandes problemas ¢é a falta de conhecimento genético para o planejamento de
um manejo adequado dos plantéis. O conhecimento da heterogeneidade dentro
e entre estoques possibilita minimizar os efeitos deletérios do endocruzamento
através do delineamento apropriado dos cruzamentos (Allegrucci et al., 1998).
Analise de origem ou parentesco pode ser uma ferramenta extremamente util
para auxiliar o manejo de linhagens de cultivo (Sekino et al.,, 2002).
Comumente, os plantéis de reprodutores de organismos aquaticos sofrem um
forte efeito de “gargalo” e deriva genética no momento de sua formacgao,
determinado pela participacdo de um pequeno numero de individuos
contribuindo para reprodugcdo (tamanho efetivo populacional reduzido),
podendo ocasionar a perda da variabilidade genética desses plantéis
(Allegrucci et al.,, 1998). Os dados obtidos no presente estudo podem
constituirem-se numa ferramenta de grande utilidade para o delineamento de
novos programas de manejo, visando promover a manutengdo ou até mesmo
um aumento da variabilidade genética desses plantéis, por exemplo, através do
cruzamento entre plantéis geneticamente diferenciados. A diminuicdo da
variagao genética pode produzir efeitos extremamente prejudiciais a atividade
de cultivo de camarbes, como aumento de incidéncia de doencas,

deformidades, e diminuicdo do tamanho do animal.
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A partir dos dados obtidos no presente trabalho através do

sequenciamento dos genes RNAr 16S e COl do DNAmt péde-se concluir que:

1) As divergéncias e composi¢des nucleotidicas obtidas para as sequéncias
de ambas as regides estudadas foram coerentes com aqueles presentes

na literatura.

2) Os plantéis Aqua-046 e Aqua-051 possuem uma maior similaridade
genética entre si, devido a uma origem comum e aos efeitos de deriva

sofridos pelas populagdes fundadoras.

3) Os plantéis Aqua-044 e Aqua-045 também apresentaram maiores

similaridades genéticas entre si, devido a origem comum.

4) O plantel Aqua-ven, embora tenha se apresentado mais préximo ao
agrupamento formado entre os plantéis Aqua-046 e Aqua-051, parece
estar diferenciado no conjunto dos plantéis de L. vannamei, por estar

numa geracgao de cultivo mais avangada (F17).

5) As informagdes obtidas no DNAmt dos camardes podem ser de grande
importancia para o auxilio do delineamento de programas mais

adequados de manejo dos reprodutores mantidos na carcinicultura.
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