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RESUMO

A identificacdo de marcas genéticas pode fornecer informacdes a respeito da
distribuicdo da variabilidade genética em relacdo ao tamanho da populacdo
e a geracdo parental, além de discriminar linhagens e/ou individuos. Pesquisas
readlizadas em diferentes espécies de camardes cultivados estdo
demonstrando que o monitoramento regular do nivel da variabilidade
genética dos estoques, através da identificacdo de marcadores moleculares,
€ essencial para orientacdo adequada do manejo. No presente trabalho,
marcadores baseados na andlise de RAPD foram utilizados para avaliar a
diversidade genética e determinar relacdes de divergéncia e identidade entre
diferentes estoques reprodutores de camardes Litopenaeus vannamei
cultivados no Brasil. A extracdo do DNA foi realizada de acordo com Sambrook
et al. (1989) e as reacdoes de PCR utilizando-se o Kit Ready-To-Go RAPD Analysis
Beads (Amersham Pharmacia Biotech). Foram determinadas as percentagens de
locos polimérficos, as freqUéncias alélicas, os indices de diversidade, distGncia e
identidade genética de Nei e construidos dendogramas de similaridade
genética, afravés da utilizacdo do programa POPGENE, versdo 1.31 (Yeh et al.,
1999). O coeficiente de similaridade genética de Jaccard, o qual ndo considera
a auséncia de bandas como indicativo de similaridade, foi calculado utilizando-
se o programa NTSYS, versdo 2.0 (Rohlf, 1993). Foi analisado um total de 332
exemplares provenientes de 19 estoques reprodutores, sendo cinco destes
pertencentes a uma Unica linhagem de endocruzamento. Sessenta e quatro
fragmentos foram identificados quando um conjunto de seis primers foi
utilizado em reacdes de RAPD-PCR. Os indices de similaridade e diversidade

genética demonstraram uma reduzida variabilidade para plantéis em fase
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RESUMO

inicial de domesticacdo. A andlise de distncia e identidade genética
evidenciou grande proximidade genética entre os estoques cultivados, ndo
sendo observadas divergéncias significativas. Os valores obtidos para a
linhagem de endocruzamento revelaram uma progressiva diminuicdo nos
niveis de variacdo genética ao longo das geracdes. O dendrograma obtido
demonstrou que a medida que a geracdo avanca, esta vai modificando sua
estrutura genética e se distanciando cada vez mais das populacdes iniciais.
Segundo a andlise de regressdo ndo-linear, caso esta tendéncia seja mantida,
os niveis de variacdo genética poderdo assumir valores proximos a zero antes
mesmo deste plantel atingir a 192 geracdo. Os dados moleculares obtidos no
presente frabalho reforcam a suposicdo de que o tipo de manejo atualmente
redlizado pelos laboratérios de larvicultura do Brasil, para abertura e
manutencdo dos estoques reprodutores de L. vannamei, propicia a diminuicdo
nos niveis de diversidade genétfica das populagdes cativas. O
desenvolvimento de linhagens geneticamente divergentes e de programas de
cruzamentos dirigidos poderd contribuir para o estabelecimento de estratégias

de manejo mais apropriadas.
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ABSTRACT

The identification of genetic marks can provide information about the
distribution of genetic variability in relation to populational size and parental
generation, besides the discrimination of lines and/or individuals. Researches
carried out in different shrimp species reared at captivity have demonstrated
that a regular monitoring of the genetic variability levels of stocks, through
identification of molecular markers, is essential to an adequate management
orientation. In the present work, RAPD markers were used to evaluate the
genetic diversity and to determine the divergence and identity relationships
among different broodstocks of the marine shrimp Lifopenaeus vannamei
reared at Brazil. The DNA extraction was performed according to Sambrook et al.
(1989) and PCR reactions were accomplished by using the kit Ready-To-Go RAPD
Analysis Beads (Amersham Pharmacia Biotech). The percentage of polymorphic
loci, allele frequencies, diversity indexes, and Nei’s genetic distance and identity
were determined; and dendrograms of genetic similarity were built, by using the
software POPGENE, version 1.31 (Yeh et al., 1999). The Jaccard’s genetic similarity
coefficient, which ignores the absence of band as an indicator of similarity, was
calculated by using the software NTSYS, version 2.0 (Rohlf, 1993). A total of 332
individuals from 19 broodstocks were analyzed, five of them belonging to a same
inbred line. Sixty-four fragments were identified when a set of six primers was
adopted to perform RAPD-PCR. The genetic diversity and similarity indexes
demonstrated a reduced variability in stocks at initial domestication process.
The analysis of genetic distance and identity evidenced that the reared stocks
are closely related, lacking significant divergences. The values obtained in the

inbreeding line revealed a progressive decreasing of genetfic variation
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ABSTRACT

throughout the generations. The dendrogram demonstrated that as long as the
generation increases, the genetic structure changes and becomes more and
more distant from that observed in the first populations. According to analysis
by non-linear regression, if this tendency is maintained, the levels of genetic
variation can get close to zero before the stock reaches the 19" generation.
The molecular data obtained in the present work reinforce the suggestion that
the management nowadays carried out by Brazilian larviculture laboratories to
compose and maintain broodstocks of L. vannamei, leads to a reduction of the
levels of genetic diversity of captive populations. The development of
genetically divergent lines and crossbreeding programs might contribute to the

establishment of more adequate strategies.
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INTRODUCAO

1. APRESENTACAO

1.1. Caracterizagao do Problema

A temdtica deste trabalho estd inserida numa ampla proposta de se
estabelecer uma base de informacdes genéticas sobre a espécie Litopenaeus
vannamei, considerada, hoje, a principal espécie de camardo marinho
cultivada no Brasil. Esta espécie, nativa do oceano Pacifico, foi introduzida no
pais na década de 80 com a finalidade de subsidiar o desenvolvimento da
carcinicultura brasileira. Atualmente, ela corresponde a praticamente 100% do
tfotal de camardes produzido no Brasil, decorrente da afividade de
aquicultura.

Por ser uma espécie exdtica, os primeiros reprodutores de L.
vannamei foram obtidos através da importacdo de animais selvagens,
provenientes de diferentes paises localizados na costa do Pacifico, como
México, Equador e Panamd. Entretanto, em 1997 o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (IBAMA) decretou uma lei restringindo a importacdo de crustdceos,
moluscos, macroéfitas e peixes, salvo daqueles destinados a aquariofilia.
Segundo o decreto, que considera que a maior parte da producdo brasileira
de pescado, oriunda da aquicultura, é constituida por espécies exdticas, o
impacto que as translocacoes poderiam vir a causar sob 0 meio ambiente e
biodiversidade nativa tornou necessdrio o estabelecimento de normas de

conduta para importacdo de qualquer espécie exdtica.



INTRODUCAO

Apesar do IBAMA, juntamente com o Ministério da Agricultura e
Abastecimento (MAA), possibilitar a eventual importacdo de alguns espécimes
destinados ao cultivo, incluindo os camardes, a Associacdo Brasileira de
Criadores de Camardo (ABCC) decidiu pela recomendacdo de ndo importar
novos individuos reprodutores. Esta conduta, que vem sendo fielmente
praticada, se baseou, fundamentalmente, nos provdveis danos, muitos deles
irreversiveis, que a introducdo de patdégenos exdgenos poderia vir a causar na
atividade de carcinicultura no Brasil. Assim, desde 1998, ndo tem ocorrido a
infroducdo de camardes L. vannamei selvagens no pais e os estoques
reprodutores desta espécie tém sido mantidos, exclusivamente, através da
utilizacdo de animais nascidos no proprio cativeiro. A continvidade desses
estoques € assegurada atfravés do cruzamento entre os individuos
pertencentes a um mesmo plantel que, consequentemente, passa para uma
geracdo subsequente. Esta conduta, apesar de possibilitar ao produtor a
manutencdo da performance adquirida, por um determinado periodo de
tempo, se readlizada de maneira inadequada, pode, a médio e longo prazo,
promover uma perda significativa nos niveis de variabilidade genética, uma
vez que as geracdes produzidas em cativeiro tendem a aumentar o grau de
consanguinidade.

Pesquisas readlizadas em diferentes espécies de camardes
cultivados estdo demostrando que o monitoramento regular do nivel da
variabilidade genética dos estoques é essencial para orientacdo adequada
do manejo aplicado. Hoje dispomos de vdarios métodos para deteccdo da

variabilidade genética, destacando-se as técnicas moleculares de DNA. A
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grande vantagem desses métodos € que, além do monitoramento da
variabilidade genética, permitem também a caracterizacdo de linhagens, o
diagnostico e controle de doencas, o estudo de distGncias genéticas e o

melhor aproveitamento de programas de melhoramento genético.

1.2. Estabelecimento dos Objetivos

Apos ter desenvolvido minha dissertacdo de mestrado, durante o
periodo de 1997-1999, determinando a similaridade genética entre dois
estoques de camardes cultivados, com origens e estdgios de domesticacdo
diferenciados (Venezuela em F17 e Panamda em F3), através da utilizacdo de
marcadores moleculares multilocos, baseados em minissatélites, ficou
estabelecido que durante o meu doutorado dariaomos continuidade aos
estudos de variabilidade genética em camardes da espécie L. vannamei. A
participacdo do setor produtivo foi decisiva para definicdo dos objetivos de
trabalho propostos. A maior dificuldade na época foi eleger a ferramenta
molecular a ser utilizada, uma vez que na literatura ndo havia dados
disponiveis suficientes para utilizarmos marcadores de microssatélites,
considerados mais apropriados em virtude do seu comportamento co-
dominante. Uma alternativa foi optar pela utilizacdo de primers de seqUéncias
arbitrdrias (marcadores de RAPD), os quais ndo necessitariom de

conhecimento prévio da estrutura do genoma da espécie a ser estudada.
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Assim, ficaram estabelecidos como principais objetivos de trabalho:

(1) Determinar os niveis de diversidade genética de alguns dos principais
plantéis de reprodutores de L. vannamei existentes no Brasil, analisando as
relacdes de distGncia genética existentes entre estes, através da

identificacdo de marcadores moleculares de RAPD;

(2) Verificar a perda de variabiidade genética em um plantel comercial,
observando o seu comportamento ao longo das geracodes produzidas em

cativeiro, também, através da utilizacdo da técnica de RAPD-PCR;

(3) Realizar um diagndstico de origem e de manejo dos plantéis de
reprodutores estudados, correlacionando as informacdes obtidas com os

dados produzidos com base nas marcas moleculares identificadas.

Os objetivos de trabalho propostos fazem parte de um conjunto de
acodes que visam auxiliar o desenvolvimento de estratégias de manejo mais
adequadas, que possibilitem um melhor monitoramento dos estoques
reprodutores da espécie L. vannamei no Brasil, contribuindo com a
manutencdo e sustentabilidade da atfividade de cultivo de camardes
marinhos e com a expansdo deste setor que, nos Ultimos anos, vem assumindo
uma posicdo de destaque, passando a ser considerada como uma das
afividades com maior potencial de desenvolvimento econdmico e social

dentro do Agronegdcio Brasileiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A Aquicultura

2.1.1. Aspectos Economicos, Sociais e Ambientais

A aguicultura, atividade que se destina ao cultivo de organismos
aqudticos, surgiu na China hd aproximadamente 4 mil anos e inicialmente se
baseou, fundamentalmente, no monocultivo de algas marinhas e carpas
destinadas & alimentacdo humana. Devido ao seu alto potencial de
desenvolvimento, esta atividade experimentou um crescimento surpreendente
passando a se constituir, nas Ultimas décadas, numa importante fonte de
renda para inUmeros paises que a exploram (Arana, 1999).

Segundo Rana (1997), a aquicultura pode ser definido como o
processo de producdo em cativeiro de organismos com habitat
predominantemente aqudtico, em qualquer estdgio de desenvolvimento, ou
seja, ovos, larvas, pds-larvas, juvenis ou adultos. Entretanto, muitas sdo as
definicoes atribuidas a esta atividade que, de acordo com a Organizacdo das
Nacoes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), destina-se ao cultivo
de organismos aqudticos, incluindo peixes, moluscos, crustdceos e plantas,
implicando ainda na intervencdo do homem no processo de criacdo para
aumentar a producdo (FAO, 1990). Tomasso e Brune (1991) conceituam a
aquicultura num dambito interdisciplinar, resultante da interacdo entre as
ciéncias bioldgicas e a engenharia. Para Arana (1999), a aquicultura é
definida como uma atfividade do homem, que exige um conhecimento

especifico e que resulta na producdo abundante de organismos aqudticos
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por caminhos diferentes aos da natureza. Pode-se ainda definir a aquicultura
de forma mais simplificada, referindo-se a ela como a arte de criar e
multiplicar animais e plantas aqudticas (Aurélio, 1998).

Independente da definicdo adotada, a importdncia desta
atividade ¢é inegdvel, principalmente quando se considera o crescente
aumento demogrdfico e, consequentemente, o desafio de alimentar um
enorme contigente de pessoas sem depredar ainda mais 0 meio ambiente. A
idéia de que os oceanos constifuem fontes inesgotdveis de proteina animal
vem sendo substituida diante do fato de que algumas das maiores regides
pesqueiras do mundo encontram-se hoje ameacadas, com cerca de 70% dos
seus estoques ja extinto ou em vias de extincdo. Segundo Edward Loayza,
oficial de pesca do Banco Mundial no final da década de 90, "estamos nos
dirigindo para o desastre de mais um recurso renovavel' (Arana, 1999). Os
mares do mundo estdo sendo seriaomente sobrepescados. Assim, novas
alternativas devem ser estimuladas, visando atender as necessidades do
homem do mundo moderno.

O potencial que a aquicultura possui para atender estas questoes
fica evidente quando se observa o rdpido crescimento médio do setor
(?2.2%/ano) em relacdo a outras atividades, como a criacdo de gado
(2,8%/ano) e a pesca por captura (1,4%/ano). Durante o periodo de 1998-1999
a aquicultura mundial cresceu cerca de 10%, apresentando nos anos
seguintes (1999-2000 e 2000-2001) um crescimento médio equivalente a 6% ao
ano (Borghetti et al., 2003). Segundo a FAO (1990), espera-se que a aquicultura

contribua significativamente para diminuir a fome humana no planeta, j& que
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esta, juntamente com a pesca, € considerada pela Organizacdo das Nacoes
Unidas (ONU) uma atividade estratégica para assegurar o desenvolvimento
sustentdvel, capaz de alimentar e gerar empregos.

A aquicultura representa hoje um recurso de importdncia
significativa para o estabelecimento de padrdes sdcio-ecoldégicos mais
equilibrados, uma vez que, como qualguer outra atividade de producdo,
encontra-se intimamente relacionada a aspectos sociais, econdmicos e
ambientais (Vieira, 1991). Entretanto, dependendo da concepcdo adotada, a
aquicultura pode concentrar riquezas para uma minoria, sem preservar o meio
ambiente e/ou promover o desenvolvimento social. Para consolidar a
atividade como justa e sustentdvel é preciso considerar tanto a producdo
lucrativa quanto a preservacdo ambiental e o desenvolvimento social. Desta
forma, a aquicultura poderd ser encarada ndo como uma atividade efémera,
como ocorreu no passado, mas sim como uma atividade rentdvel e perene,
capaz de promover o desenvolvimento social e econbmico, uma vez que
possibilita o aproveitamento efetivo dos recursos naturais, gerando riquezas e
melhorias na qualidade de vida de populacodes locais (Valenti, 2000).

Apesar de vidvel, gquando comparada com a pesca extrativista, a
atividade de producdo de organismos aqudticos consiste em um processo
complexo e, embora, seja impossivel produzir sem provocar impactos
ambientais, deve-se procurar minimizar os seus efeitos, visando a manutencdo
da biodiversidade e dos recursos naturais sem alterar significativamente a
estrutura e o funcionamento dos ecossistemas. A simples criacdo dos

organismos ndo é suficiente. Os ecossistemas devem permanecer equilibrados
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para possibilitar a manutencdo da atividade (Valenti, 2000). Para tanto, é
necessdrio estabelecer estratégias de desenvolvimento, considerando tanto a
sociedade que a sustenta, quanto o ambiente no qual encontra-se inserida
(Arana,1999).

Do total de organismos aqudticos produzidos anualmente através
da aquicultura mundial, cerca de 50% € de agua salgada, 45% de dgua doce
e 5% de agua salobra. Entretanto, a producdo de organismos marinhos ainda
€ muito baixa em relacdo a pesca extrativista. Das 142 milhdes de toneladas
(ton) de organismos marinhos produzidos no mundo menos que 50% é
cultivado, sendo o restante proveniente de captura (Borghetti et al., 2003). Os
peixes constituem o principal grupo de organismos aqudticos cultivados,
correspondendo a mais de 50% da produtividade mundial. Os crustdceos,
apesar de confribuirem com apenas 4,2% do volume total de producdo,
ocupam lugar de destaque no que se refere ao valor de mercado, atingindo
16,5% do valor total gerado com a atividade (Brandini et al., 2000).

Segundo Arana (1999), a maricultura, atividade que se destina ao
cultivo de organismos marinhos, € o setor da aquicultura que apresenta hoje a
maior possibilidade de desenvolvimento a longo prazo e em grande escala.
Ela constitui uma importante alternativa para atender a demanda comercial e
a preservacdo de estoques naturais para as geracdoes futuras (Brandini ef al.,
2000), principalmente para o Brasil, uma vez que a maioria dos estoques
naturais de peixes, crustdceos e moluscos capturados cao longo da costa

brasileira encontra-se em plena fase de sobrepesca (Paiva, 1997).
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Dentro da maricultura, o cultivo de camardo vem se firmando como
um dos segmentos que mais tem se desenvolvido, alcancando uma producdo
mundial superior a 1 milhdo de ton/ano, gerando cerca de é bilhdes de
dodlares, correspondentes a 12% do valor total da industria de cultivo (ABCC,
2002). Dados de producdo, relativos ao crescimento da aquicultura brasileira,
tém revelado um avanco extraordindrio para a atividade de cultivo de
camardes que, na Ultima década, apresentou um crescimento espantoso,
passando das 2 mil foneladas produzidas em 1990 para 36 mil toneladas
durante o ano de 2001, demonstrando a sua alta capacidade de
desenvolvimento (Borghetti ef al., 2003; Rocha e Rodrigues, 2003).

Atualmente existem no Brasil, aproximadamente, 35 laboratérios de
producdo de pods-larvas e mais de 600 fazendas de engorda de camardo
localizados, em sua grande maioria, na regido nordeste do pais (tabela 1).
Estima-se que mais de 90% dos centros produtivos utilizem a espécie

Litopenaeus vannamei (ABCC, 2002).

Tabela 1: Distribuicdo das fazendas de engorda e laboratérios de producdo de pds-larvas de

camardes marinhos existentes no Brasil.

Fazendas de Cultivo Laboratérios de Larvicultura
Ne de fazendas localizacdo Area de cultivo (ha) Ne de laboratérios Producdo de PLs

36 Bahia 1710 08 2 milhdes

74 Pernambuco 1031 03 2 milhdes

50 Paraiba 582 02 400 mil
280 Rio Grande do Norte 3591 11 6 milhdes e 700 mil
126 Ceard 2.260 05 4 milhoes

12 Piaui 590 04 600 mil

10 Espirito Santo 97 01 100 mil

41 Santa Catarina 560 01 -

03 Pard 22 - -

02 Alagoas 16 - -

05 Maranhdo 155 - -

40 Sergipe 352 - -

01 Parand 50 - -
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2.2. A Espécie Litopenaeus vannamei

2.2.1. Taxonomia e Morfologia

O camardo marinho Litopenaeus vannamei pode ser classificado

taxonomicamente da seguinte forma:

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

Género Penaeus Fabricius, 1798

Litopenaeus' Pérez Farfante e Kensley, 1997

Espécie Litopenaeus vannamei Boone, 1931

1Segundo recente revisdo taxonémica realizada por Pérez-Farfante e Kensley (1997).
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Os animais pertencentes ao filo Arthropoda (gr. arfros, articulacdo;
podos, pé) se caracterizam pela presenca de um exoesqueleto e,
principalmente, de apéndices articulados. Denfre os diferentes tipos de
artréopodos podemos encontrar insetos, aranhas e camardes. Os camarodes,
pertencentes ao grupo dos Crustacea (lat. crusta, carapaca dura), sdo
animais predominantemente aqudticos, portadores de exoesqueleto calcdrio
e cabeca e térax fundidos numa estrutura denominada cefalotdrax. Eles
apresentam apéndices com dois ramos (birremes) e dois pares de antenas
que os diferenciam dos demais arfréopodos (Narchi, 1973). Segundo Bowman e
Abele (1982), existem cerca de 38.000 espécies de crustdceos, sendo que,
aproximadamente, 8.500 pertencem & ordem Decapoda (gr. deca, dez;
podos, pé), que inclui os crustdceos mais altamente organizados, como, por
exemplo, as lagostas e os caranguejos.

A diferenca bdsica entre os diversos tipos de decdpodas se baseia
na maneira pela qual ocorre a fecundacdo. Os ovos podem ser incubados no
abdome das fémeas (nas cerdas pleopodiais) ou liberados diretamente na
dgua. Neste Ultimo caso, os animais sdo classificados como pertencentes G
subordem Dendobranchiata, que inclui os decdpodas pertencentes a familia
Penaeidae, composta por cinco subfamilias, entre estas a Penaeinae (Pinheiro
e Hebling, 1998).

A subfamilia Penaeinae possui cerca de 15 géneros, porém, uma
classificacdo mais recente subdividiu 0 género Penaeus em cinCO Novos
géneros (Litopenaeus, Marsupenaeus, Farfantepenaeus, Fenneropenaeus e

Melicertus), com base em caracteristicas morfoldégicas e biogeograficas
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(tabela 2) (Burukovskii, 1985; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Entretanto, a idéia

que, de fato, estas espécies sejam genericamente diferentes tem sido

questionada, o que tem levado alguns autores & adogcdo do termo subgénero,

e ndo género, para a nova classificacdo adotada (Baldwin et al., 1998;

Gusmao, 2001).

Tabela 2: Classificacdo taxondmica atribuida d&s diversas espécies de camardes marinhos

pertencentes ao género Penaeus, apds revisdo realizada por Pérez-Farfante e kensley (1997).

Género Penaeus

Novos Géneros

P.setiferus
P. schmitti
P. vannamei
P. stylirostris
P. occidentalis
P. monodon
P. semisulcatus
P. esculentus
P. orientalis
P. indicus
P. merguiensis
P. penicillatus
P. brasiliensis
P. duorarum
P. notialis
P. subtilis
P. azectus
P. paulensis
P. californiensis
P. brevirostris,
P. kerathurus
P. marginatus
P. longistylus
P. canaliculatus
P. plebejus
P. japonicus
P. latisulcatus

P. chinensis

Linnaeus, 1761
Burkenroad, 1934
Boone, 1931
Stimpson, 1871
Streets, 1871
Fabricius, 1798
Haan, 1844
Haswell,1879
Kishinouye, 1896
Milne-Edwards, 1837
Man, 1888

Alcock 1905
Latreille, 1817
Burkenroad, 1939
Perez Farfante, 1967
Perez Farfante, 1967
Ives, 1891

Perez Farfante, 1967
Holmes, 1900
Kingsley, 1878
Forskal, 1775
Randall, 1840

Kubo, 1943

Oliver, 1811

Hess, 1865

Bate, 1888
Kishinouye, 1896
Osbeck, 1765

Litopenaeus setiferus
Litopenaeus schmitti
Litopenaeus vannamei
Litopenaeus stylirostris

Litopenaeus occidentalis

Fenneropenaeus indicus
Farfantepenaeus merguiensis
Farfantepenaeus penicillatus

Farfantepenaeus brasiliensis
Farfantepenaeus duorarum

Farfantepenaeus notialis

Farfantepenaeus subtilis

Farfatepenaeus azectus

Farfantepenaeus paulensis

Farfantepenaeus californiensis

Marsupenaeus japonicus

Fenneropenaeus chinensis
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O corpo dos camardes se caracteriza por apresentar uma
carapaca externa e rigida (exoesqueleto). Este revestimento cuticular recobre
toda a sua extensdo e é formado a partir da secrecdo e deposicdo de quitina
(polissacarideo) e materiais calcdrios, principalmente, o carbonato de cdicio.
Para que ocorra o crescimento corpdreo do animal € necessdrio que o seu
exoesqueleto seja rompido. Este fendmeno, conhecido como muda, envolve
uma série de mecanismos morfofisioldgicos que possibilitam a ruptura e perda
do anfigo exoesqueleto. A muda ou ecdise ocorre sucessivas vezes durante o
ciclo de desenvolvimento dos camardes, sendo mais comumente observada
nos estdgios larval e juvenil. Ela se inicia a partir da separacdo entre a cuticula
e a epiderme do animal (apdlise) e finaliza quando diversas rupturas ocorrem
ao longo de suturas existentes na regido dorsal e, de fato, o animal consegue
se libertar do seu antigo exoesqueleto (Pinheiro e Hebling, 1998).

Além da presenca de uma carapaca e de apéndices articulados, o
corpo dos camardes € composto por uma série de segmentos (somitos)
cefdlicos e ftordxicos fundidos, originando uma estrutura denominada
cefalotérax. E no cefalotérax que se localizam os olhos, rostro, antenas e o
primeiro conjunto de apéndices, denominados pereidpodos. No abdome, os
seis somitos presentes ndo sofrem processo de fusdo, podendo ser visualizados
durante toda a fase adulta do animal. Os pleépodos (segundo conjunto de
apéndices) e os urdopodos estdo localizados na porcdo abdominal do
camardo. O abdome é bem desenvolvido e possui em sua regido terminal
uma estrutura mais rigida, denominada telso. Os camardes possuem Ccorpo

alongado, lateralmente comprimido, especialmente, na regido posterior do
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animal (figura 1). Eles sGo excelentes nadadores, principalmente, devido a
movimentos ritmicos realizados pelos pledpodos. A contragcdo violenta da
porcdo terminal do abdome, auxiliada por um leque caudal, formado pelos
urépodos e telso, possibilita a esses animais um rdpido deslocamento dianteiro.
Eles nadam intermitentemente, sdo considerados organismos detritivoros e
cavadores de fundo mole. Vivem entre algas e gramineas marinhas, debaixo
de pedras e conchas e apresentam o seu padrdo de atfividades controlado
pela luz e/ou marés. Apesar da grande maioria dos camardes ser marinha,
algumas espécies ocupam também ambientes de dgua doce (Narchi, 1973;

Barnes, 1984; Pinheiro e Hebling, 1998).

Figura 1: Esquema representativo da morfologia externa do camardo marinho (refirado de
Burukovskii, 1985), ilustrando a regido do cefalotérax (A); a regido abdominal com os somitos
individualizados (B); a extremidade caudal em forma de leque, constituida pelo telso e urépodos
(C); os pledpodos (D); os pereidpodos (E); as antenas (F); as anténulas (G) e o rostro serrilhado,

composto por nove dentes (H).
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Além da natacdo, os pledpodos apresentam papel fundamental na
reproducdo, uma vez que, nos machos, o primeiro par de pledpodos dd
origem ao o6rgdo copulador, denominado petasma. Os pereidpodos sdo
apéndices maiores e mais delgados e, apesar de possuirem funcdo
locomotora, raramente sdo empregados com esta finalidade. A presenca de
quelas nas extremidades dos primeiros pares de pereidpodos faz com que
estes apéndices sejam mais comumente utilizados para alimentacdo e defesa
do animal. Além desta funcdo, os pereidpodos também podem auxiliar na
desova das fémeas durante o processo de reproducdo. No cefalotérax se
localizam o "cerébro", o "coracdo", o hepatopdncreas, o estbmago e as
gbébnadas. No abdome estdo o intestino, o &dnus e um corddo nervoso que se
estende por todo o corpo do animal (Narchi, 1973; Pinheiro e Hebling, 1998). A
tabela 3 descreve de forma sumarizada a localizacdo e as principais funcoes

de algumas das estruturas aqui mencionadas.

Tabela 3: Descricdo da localizacdo e fungdo de algumas principais estruturas que

compdem o corpo dos camardes.

Cefalotérax Abdome
(composto pela fusd@o de seis somitos cefdlicos e oito tordxicos) (auséncia de fusdo entre os seis somitos presentes)
Estrutura Fungdo Estrutura Fungdo
1° par de antenas tactil, olfativa e de equilibrio 1°par de pledpodo natacdo
(Anténulas)
2° par de Antenas tactil 2° par de pledpodo natacdo e reproducdo
1° par de pereidépodo apreensdo de alimento 3o par de pledpodo natacdo
2° par de pereidépodo alimentacdo, defesa e reproducdo 40 par de pledpodo natacdo
3° par de pereidépodo locomocdo 5° par de pledpodo natacdo
4° par de pereidpodo locomocdo urépodos direcionamento durante a
natacdo
5° par de pereidépodo locomogdo
gdnglio cerebdide centro nervoso
hepatopdncreas excrecdo, filtracdo e reabsor¢cdo
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2.2.2. Distribuicdo e Reprodugao

As espécies de camardes peneideos apresentam uma ampla
distribuicdo geogrdfica, podendo ser encontfradas nos oceanos Atlantico,
indico/Pacifico e Mediterr@neo. No Brasil, podemos encontrar quatro espécies
de camardes peneideos: Litopenaeus schmitti Farfantepenaeus subtfilis,
Farfantepenaeus paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis. A espécie L.
vannamei ndo ocorre na costa brasileira, ela é restrita ao Oceano Pacifico e
sua distribuicdo natural vai do México (Provincia de Sonora) até o Pery (Sul de
Tumbes) (Benzie, 2000; Gusmao, 2001).

Os camardes peneideos apresentam um ciclo de vida
relativamente complexo, envolvendo migracdes e uma série de estdgios
larvais. Os ovos sdo exiremamente pequenos € em grande quantidade e o
numero de etapas larvais € maior quando comparado com espécies
dulcicolas (D'Incao, 1991; Albertoni, 1999). Na natureza, o ciclo de
desenvolvimento do camardo marinho se inicia com a maturagcdo, o
acasalamento e a desova em daguas ocednicas de altas profundidades (40 a
100 m). Apds a desova, os ovos eclodem, dando origem aos nduplios,
minusculas larvas plancténicas que se alimentam exclusivamente de vitelo.
Posteriormente, surgem o segundo e terceiro estdgios larvais, denominados,
respectivamente, zoea e misis. Estas larvas, também planctdnicas, se
alimentam de fitopldncton, quando zoea, e de zoopl@dncton, quando misis.
Cada um dos estagios larvais apresenta uma série de subestagios

caracterizados por sucessivas mudancas morfoldgicas (nduplios com  seis
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subestdgios, zoea com trés subestdgios e misis com trés subestagios). Por volta
do 20° dia apds a eclosdo do ovo surgem as pos-larvas (PLs) que também
apresentam uma série de subestdgios (de 22 a 24). As primeiras PLs se
desenvolvem em dguas ocednicas e por volta do sexto subestdgio migram
para regides costeiras de baixa salinidade, assumindo hdbitos bentbénicos e se
alimentando de matéria orgdnica em decomposicdo. Proximos  maturidade
sexual, os camardes comecam a retornar as dguas ocednicas de maior
salinidade, reiniciando o seu ciclo reprodutivo (figura 2) (Valentini et al., 1991;
Arana, 1999). O desenvolvimento larval pode durar cerca de 50 dias. O
desenvolvimento juvenil e pré-adulto ocorre em regides estuarinas com
salinidade moderada e dura um periodo de aproximadamente quatro meses

(D'lncoo, 1984).

Figura 2: Ciclo reprodutivo exemplificando as principais etapas de desenvolvimento do
camardo marinho: reprodutor desovando (A), ovo (B), nduplio (C), zoea (D), misis (E),

pods-larva (F), juvenil (G) e adulto (H).
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2.2.3. Importancia Economica

Os camardes constituem uma importante fonte alternativa de
proteina extremamente apreciada pelo homem, alcancando elevados precos
Nno mercado e estimulando o desenvolvimento de centros produtivos em
diversas partes do mundo (Nascimento et al., 1995). Os peneideos sdo
considerados os camardes marinhos comercialmente mais importantes. Sua
pesca exirativista é realizada com rede de arrasto, uma rede muito longa em
forma de "V", que é rebocada atrds do barco. Além de camardes, esta rede
costuma arrastar consigo  uma quantidade muito grande de outros
organismos, chamados de "lixo" pelos pescadores de camardo (Holthius, 1980;
Barnes, 1984). No inicio dos anos 80, a quantidade total de fauna descartada
foi estimada em torno de 3 a 5 milhdes de toneladas. Uma maneira de
minimizar estas perdas foi ftentar o aproveitamento destes organismos.
Entretanto, a maior parte da fauna acompanhante apresenta pequeno valor
econdmico e, na maioria das vezes, € composta por espécies raras de baixa
densidade populacional, ocasionando a extingdo destas e a consequente
regressdo nos sistemas benténicos (Nascimento et al., 1995).

Como dalternativa para a producdo pesqueira, o cullivo de
camardoes marinhos tem se mostrado bastante eficiente, principalmente,
quando se considera a relacdo de drea de distribuicdo de uma espécie e a
quantidade de individuos nela capturada. Em média a produtividade mundial

de camardes cultivados ultrapassa 1 ton/ha/ano, sendo exiremamente alta
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qguando comparada com a drea natural que uma espécie necessita para se
reproduzir (Nascimento et al., 1995).

Em 1996, a producdo mundial de peneideos foi estimada em torno
de 2,8 milhdes de toneladas, sendo que somente 25% do total de camardes
produzidos foram provenientes da atividade de cultivo. Dados mais recentes
demonstram que, durante o ano 2000, o volume ftotal de producdo
ultrapassou as 4 milhdes de toneladas. O setor de captura contribui com cerca
de 3 milhdes, enquanto que pouco mais de 1 milhdo de foneladas foram
produzidas através da atividade de cultivo. Segundo a Alianca Global de
Aquicultura (GAA), a producdo de camardo cultivado corresponde hoje a
mais de 1,2 milhdes, devendo ulirapassar em 2005 a casa das 2 milhdes de
toneladas (Rocha, 2002; Borghetti et al., 2003).

A espécie P. monodon é a responsdvel pelo maior volume de
producdo, sendo seguida, respectivamente, pelas espécies Fenneropenaeus
chinensis e L. vannamei (Borghetti ef al., 2003). Apesar do camardo Tigre P.
monodon dominar a producdo mundial, correspondendo a cerca de 65% do
total de camardes produzidos, a espécie L. vannamei € considerada o
camardo marinho mais importante no Hemisfério Ocidental, tendo grande
aceitacdo nos mercados americano e europeu. Esta espécie, considerada de
porte médio, apresenta um desempenho reprodutivo em laboratdrio superior &
P. monodon (o qual apresenta dificuldades técnicas de manejo), possuindo
taxa de crescimento uniforme e facil adaptabilidade a diferentes condicdes

ambientais (Plataforma Tecndlogica do Camardo Marinho Cultivado, 2001).
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2.3. O Cultivo de Camarao Marinho

2.3.1. Histdrico

O cultivo de camardo marinho teve seu inicio na Asia, onde por
muitos séculos os fazendeiros colhiom safras provenientes de viveiros
abastecidos por marés. O cultivo moderno, tal qual como o conhecemos,
surgiu na década de 30, quando cientistas japoneses iniciaram trabalhos de
larvicultura com o camardo Marsupenaeus japonicus, obtendo as primeiras
poés-larvas produzidas em laboratério (Arana,1999). Entretanto, foi somente nas
décadas de 70 e 80 que a atividade comecou a crescer. A partir dai,
pescadores e larvicultores comecaram a abastecer seus fanques com
grandes quantidades de juvenis (Rosenberry, 1994).

Atualmente, a atividade de cultivo de camardes se encontra
difundida em mais de 50 paises, sendo a Tailéndia o maior produtor de
camardo cultivado do mundo e o Brasil o da América do Sul. Os EUA, a Europa
Ocidental e o Japdo sdo os principais consumidores e, apesar de possuirem
producdo intensiva e alta tecnologia, apresentam ainda um volume de
producdo relativamente baixo (Rosenberry, 1994; Rocha e Rodrigues, 2003).

No Brasil, o cultivo de camardo marinho surgiu na década de 70
com a criacdo da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do Norte
(EMPARN) e foi inicialmente suportado pelo cultivo das espécies F. brasiliensis e
M. japonicus. Nesta mesma época, o governo do estado do Rio Grande do
Norte criou o Projeto Camardo, incentivando o cultivo de camardo em regides

de antigas salinas, as quais encontravam-se desativadas devido a grande crise
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enfrentada pela atividade de extracdo de sal naguele estado (Plataforma
Tecnolégica do Camardo Marinho Cultivado, 2001).

Na primeira metade dos anos 80, um programa de incentivo ao
cultivo de camardes marinhos possibilitou o desenvolvimento de vdrias
empresas camaroneiras. Projetos pioneiros, subsidiados pelo governo,
investiram cerca de 22 milhdes de ddlares na atividade. Entretanto, problemas
politicos e econdmicos, falta de tecnologia e a fragiidade das espécies
cultivadas, dificultaram, na época, o crescimento desse setor (Guerrelhas,
1997; Wainberg e Cé&mara, 1998). Com o surgimento da Associacdo Brasileira
de Criadores de Camardo (ABCC) em 1984 e a introducdo da espécie exdtica
L. vannamei, a carcinicultura brasileira retomou o seu crescimento,
experimentando um sensivel avanco financeiro e tecnolégico (Wainberg e
Cdmara, 1998; Andreatta, 1998). Entretanto, apesar da excelente performance
desta espécie nas condicdes de cativeiro do Brasil, o seu cultivo limitou-se,
durante algum tempo, somente ao estado da Bahia. Os demais estados
continuaram a cultivar apenas espécies nativas. Naquela época, mais de 70%
do total de pds-larvas produzidas no pais correspondiam dAs espécies F. subtilis
e F. schmitti e menos de 30% & espécie L. vannamei (Wainberg e Camara,
1998).

Durante mais de dez anos, o Brasil importou nduplios, pds-larvas e
reprodutores de L. vannamei de paises localizados na costa do Pacifico, como
Equador, Panamd, México e EUA (Hawai). Somente em 1992, os primeiros
adultos de L. vannamei produzidos no Brasil foram utilizados como reprodutores

e a espécie pdde ser introduzida em diversos estados do pais. A partir de
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entdo, pequenos e médios produtores puderam abastecer os seus tanques
com larvas de L. vannamei (Guerrelhas, 1997). O surgimento de laboratérios de
producdo de pods-larvas e a implantacdo de novas racdes balanceadas

propiciaram o sucesso da nova espécie cultivada (Andreatta, 1998).

2.3.2. Manejo em Cativeiro

Segundo Arana (1999), a carcinicultura marinha refere-se a
producdo de camardes marinhos mediante técnicas de aquicultura, ou sejq,
criacdo desses organismos sob condicdes controladas, em geral, tanques de
terra que podem variar de 0,1 a 100 hectares, construidos em ambiente
natural. Seu cultivo se baseia exatamente no ciclo de vida que ocorre na
natureza, respeitando fanto as necessidades nutricionais, quanto as
ambientais (temperatura, salinidade, pH, etc). Ele compreende basicamente
duas fases: a larvicultura; responsdvel pela producdo de larvas, e a engorda;

responsdvel pelo crescimento do camardo até a idade comercial (figura 3).
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A larvicultura é realizada em laboratdrios especializados e se inicia a
partir da obtencdo dos reprodutores, que podem ser capturados diretamente
na natureza (mar aberto, baias, lagoas costeiras) ou, no caso de espécies
exoticas, obtidos através de importacdo. Ela é subdividida em dois diferentes
setores: a maturacdo e o bercdrio. A maturacdo é o setor responsdével pelo
acasalamento e desova. Em geral, machos e fémeas sGdo mantidos juntos, em
tanques apropriados, até que ocorra o acasalamento. Apds o acasalamento,
as fémeas ovadas sdo transferidas para os tanques de desova, refornando,
posteriormente, aos tanques de maturacdo. Um recurso comumente
praticado para promover a maturacdo nas fémeas e um maior nUmero de
desovas é a ablacdo, que consiste na retirada de um dos pedunculos oculares
que contém glandulas relacionadas com a reproducdo. Uma fémea ablada
pode produzir até 300 mil ovos por desova e maturar até cerca de 4 vezes ao
meés (Arana, 1999; Bezerra, comunicacdo pessoal).

Os nduplios recém eclodidos vdo para o bercdrio, permanecendo
neste setor até atingirem o estdgio de pds-larva. Em geral, € nesta fase que os
camardes sdo fransportados para as fazendas de engorda e liberados em
tanques de terra, ficando nos viveiros por aproximadamente trés meses, até
alcancarem o peso ideal para a comercializacdo que, em geral, se encontra
por volta de 12g (Paiva e Arrais, 1997).

De acordo com a densidade do tanque de engorda e do tipo de
alimentacdo que é fornecido, o cultivo de camardes pode ser classificado em
trés sistemas principais: extensivo (1 a 4 camardes/m?2, com alimento natural),

semi-intensivo (5 a 30 camardes/m2, com alimento natural e suplementar) e
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infensivo (30 a 120 camardes/m?2, com alimento consistindo exclusivamente em
racdo balanceada). Os sistemas extensivo e semi-intensivo costumam ser os
mais amplamente difundidos entre os paises do terceiro mundo (Arana, 1999).

No Brasil, a produtividade média de camardes cultivados encontra-
se proxima a 5,5/ton/ha/ano, decorrente de cultivos semi-intensivo e intensivo.
A facilidade de cultivo da espécie L. vannamei, juntamente com as condicoes
climdticas e topogrdficas favordveis e o grande potencial que o pais
apresenta (8.000 km de costa) tém despertado o interesse de um numero
cada vez maior de investidores, que vislumbram na atividade um importante
meio gerador de riquezas (Paiva e Arrais, 1997; Nunes, 2001; Rocha e
Rodrigues, 2003).

Nos Ultimos anos, a drea total destinada ao cultivo de camardo
marinho experimentou um crescimento significativo (165% de 1996 a 1998 e
55% de 1998 a 1999), tendo como principal conseqUuéncia o aumento na
produtividade que, atualmente coloca o Brasil em primeiro lugar dentro do
ranking mundial. Segundo a ABCC, o pais superou a casa das 60 mil toneladas
de camardes cultivados, produzindo cerca de 16 bilhdes de pds-larvas durante

0 ano de 2003 (ABCC, 2002; Rocha e Rodrigues, 2003).

2.3.3. Desenvolvimento Sustentavel

As técnicas de producdo de camardes marinhos, apesar de
extfremamente eficientes, sob o ponto de vista econémico, podem ocasionar

um dos maiores impactos ambientais, se utilizadas de maneira inadequada,
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constituindo-se num importante fator de poluicGdo ambiental (Rosenthal, 1994;
Currie, 1994; Wilks, 1995; Pillay, 1996). O fornecimento de alimento em excesso
€ considerado o maior causador da deteriorizacdo do meio ambiente (Boyd,
1992). O alimento ndo consumido pelos camardes, juntamente com as fezes,
resulta no acUmulo de matéria orgdnica. Os excrementos e as mudas dos
camardes, somados a matéria orgénica em decomposicdo, favorecem a
producdo de fitopldncton e consequentemente a eutrofizacdo do ambiente.
O excesso de O2 dissolvido na dgua durante o dia, em decorréncia da
atividade de fotossintese do fitopl@ncton, e o esgotamento deste durante a
noite, devido & respiracdo dos organismos cultivados, além de ocasionar a
mortalidade destes, diminui a qualidade da dgua dos tanques de cultivo. Os
efluentes despejados no ambiente externo propiciam o desequilibrio no
ecossistema entorno, tornando invidvel o desenvolvimento e a manutencdo
da atividade, j& que esta depende diretamente dos recursos naturais
existentes (Wang, 1990; Arana, 1999; Valenti, 2000).

Apesar disso, os impactos ambientais, eventualmente, promovidos
pela carcinicultura sdo localizados e identificaveis e as possibilidades técnicas
de mitigacdo, ou mesmo eliminacdo, sdo uma realidade, diferente do que
ocorre na pesca extrativista (Nascimento et al., 1995). A indUstria camaroneira
€ uma atividade que necessita de condicdes hidrobiolégicas favordveis,
estando diretfamente relacionada com a preservacdo do meio ambiente e
sendo, portanto, compativel com qualquer programa de preservacdo
ambiental. Para tanto, é necessdrio que haja uma preocupacdo constante

com a preservacdo dos recursos naturais. A aeracdo dos viveiros, a diminuicdo
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de suprimento alimentar e o tratamento prévio dos efluentes devem ser
estratégias utilizadas para promover a sustentabilidade da carcinicultura e da
aquicultura como um todo (Wang, 1990; Valenti, 2000).

Outro fator, de importdncia significativa para assegurar a
sustentabilidade da atividade, diz respeito a salde genética dos individuos
cultivados. Em longo prazo, o cultivo de camardes pode trazer conseqUéncias
indesejaveis sob o ponto de vista genético. A maior incidéncia de individuos
andes na despesca, por exemplo, é resultfado de uma possivel perda de
variacdo genética nos estoques cultivados (Benzie et al., 1992; Benzie et al.,
1993). O efeito de "gargalo”, promovido pelo nUmero reduzido de reprodutores
utilizados no cultivo, em decorréncia da alta fecundidade, pode conduzir a
uma diminuicdo da variabilidade genética e d reducdo de alelos raros em
diferentes locos génicos (Perez e Romero, 1991). Adicionalmente, o
cruzamento consangUineo também contribui com a perda progressiva da
variabilidade genética total do estoque, tendo como conseqUéncias a
diminuicGdo do tamanho médio dos individuos e o desenvolvimento
embriondrio incompleto (Hedgecock et al., 1976; Alonso et al., 1987; Espinosa
et al., 1989; Sunden e Davis, 1991).

O uso continuo de matrizes provindas de cativeiro, apesar de
possibilitar a independéncia de reprodutores selvagens e uma melhor
adaptacdo as condicoes locais de cultivo, pode contribuir com a perda de
qualidades genéticas, caso o manejo utilizado ndo seja apropriado. Segundo
a Alianca Global de Aquicultura, a utilizacdo de técnicas de cruzamento

seletivo associadas a ferramentas da biologia molecular constitui hoje um
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importante instrumento para o desenvolvimento de programas de
melhoramento genético que possibilitem a melhoria e manutencdo de
caracteristicas de interesse econdmico em linhagens cultivadas (Plataforma
Tecnologica do Camardo Cultivado, 2001; Preston e Cliford, 2002).
Recentemente, um cddigo de conduta para o desenvolvimento da
carcinicultura brasileira estabeleceu as premissas bdsicas para o ordenamento
técnico, econdmico e ambiental da atividade para que esta se mantenha
coesa em relacdo a aspectos que vdo desde a sustentabilidade ambiental
até a qualidade do produto final (Rocha e Rodrigues, 2003). Estratégias de
prdaticas ambientais e socialmente responsdveis, visando a orientacdo
adequada do setor, foram estabelecidas. Dentre estas estdo o
desenvolvimento cientifico de tecnologias relacionadas ao manejo e,
principalmente, & genética, incluindo estudos de variacdo e de sanidade e

programas de selecdo (Plataforma Tecnoldgica do Camardo Cultivado, 2001).

2.4. Estudos Genéticos na Aquicultura

2.4.1. Aplicagao e Potencialidades

O potencial de aplicacdo que a genética e a biotecnologia
apresenta para promover melhorias na atividade de cultivo é bastante
promissor e vai desde a selecdo de linhagens e producdo de individuos
hibridos, polipldides e monossexuais, até o desenvolvimento de animais
fransgénicos, via modernas técnicas da engenharia genética. Existe hoje uma

infinidade de processos metodoldgicos que podem ser utilizados para garantir
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o aumento de produtividade em organismos cultivados. Individuos hibridos, por
exemplo, podem reunir caracteristicas vantajosas de duas ou mais espécies. A
producdo de tripldides estéreis e tetrapldides pode produzir animais maiores,
que apresentem altas taxas de crescimento (Perez e Romero, 1991). Em ostras,
a auséncia de tecido reprodutor em animais fripldides, durante um periodo de
tempo relativamente maior, resulfou num produto de mercado mais
apreciado pelo consumidor, aumentando o seu valor econdmico. Na espécie
Crassostrea gigas, animais tripldides promoveram um aumento de 50% na
producdo total de ostras do Pacifico (para revisdo ver Colwell, 1995).

Em camardes, estes estudos também tém se mostrado eficientes.
Neofémeas da espécie Macrobrachium rosembergii, originadas a partir de
machos revertidos, produziram linhagens monosexuais masculinas, quando
cruzadas com machos normais, demonstrando a eficiéncia da biotecnologia
na reversdo sexual em crustdceos (Sagi e Cohen, 1990). Em F. chinensis,
individuos tetrapldides apresentaram um crescimento 20% maior que individuos
dipldides (Xiang et al., 1992). Populacdes hibridas de L. setiferus com L. schmitti
(Bray et al., 1990), de P. monodon com F. penicillatus (Lin ef al., 1988) e de L.
setiferus com L. stylirostris (Lawrence et al., 1984) foram desenvolvidas através
de técnicas de inseminacdo artificial. Entretanto, estes estudos sdo ainda
relativamente escassos € muito pouco se conhece sobre a estrutura e
comportamento cromossémico da maioria das espécies de camardes.
Andlises mais abrangentes permitirdo o estabelecimento de programas de
hibridacdo interespecifica, assim como a obtencdo de individuos polipldides,

para um maior nUmero de espécies (Perez e Romero, 1991).
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O desenvolvimento de linhagens transgénicas também pode
assegurar ganhos de producdo. Em ostras, a adicdo de coépias do gene de
hormoénio de crescimento possibilitou um aumento significativo na taxa de
crescimento desses animais (Paynter e Chen, 1991). Em salmdo a transferéncia
da proteina anti-freeze, presente no sangue de alguns peixes marinhos,
expandiu a criacdo desta espécie para regides com temperaturas mais baixas
(Raymond et al., 1989). A tecnologia de DNA recombinante vem sendo
aplicada também para o desenvolvimento de vacinas eficazes (Manning e
Leong, 1990). Apesar de doencas viréticas e bacterianas constituirem um dos
principais problemas relacionados ao manejo de organismos aqudticos
culfivados, felizmente, nas Ultimas décadas, o desenvolvimento de diferentes
tipos de vacinas, através do emprego de modernas técnicas da biologia
molecular, tem conferido uma maior imunidade as populagdes cativas (Fryer
et al., 1991). Em truta arco-iris, a identificacdo de um gene para resisténcia a
um patdégeno especifico poderd auxiliar pesquisas que visem o
desenvolvimento de linhagens de peixes mais resistentes (Leong € Munn, 1991).

Somado a esses avancos, uma das maiores contribuicdes da
genética e biotecnologia aplicada d aquicultura tem sido a identificacdo de
marcadores moleculares, principalmente, para estudos de variabilidade
genética em espécies economicamente importantes. Em grupos onde a
variacdo genética é grande, como, por exemplo, o saimdo do Pacifico, estes
estudos, em especial o de alozimas, tém sido empregados para investigar a
diferenciacdo de estoques (Altukhov e Salmenkova, 1987; Utter, 1991). Em

espécies com pequena variabilidade genética, como o salmdo do Atlantico
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(Stahl, 1983), o salmd&o sockey (Wood et al., 1989), as lagostas e os pitUs
(Shaklee, 1983), os estudos bioquimicos ndo sdo tdo satisfatdrios, devido
principalmente a necessidade de grandes amostras para andlise. Nestes
casos, os métodos de deteccdo de variabilidade através da andlise direta do
DNA sdo mais eficientes, possibilitando a obtencdo de um nUmero indefinido
de marcadores moleculares, utilizados nas mais diversas aplicacdes (Carvalho
e Pitcher, 1995).

A identificacdo de marcadores de DNA pode estimar os niveis de
variagcdo genética, discriminar linhagens e/ou individuos e permitir o rdpido
diagndéstico de doencas, afravés do desenvolvimento de sondas e marcas de
DNA especificas (Carvalho e Pitcher, 1995; Colwell, 1995). Em larvas de
bacalhau, andlises moleculares, baseadas no polimorfismo de seqUéncias
VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats), foram realizadas para
determinar o grau de parentesco entre grupos de diversas familias (Wright,
1993). Marcadores de VNTRs também tém sido utilizados em estudos de
diversidade (Galvin et al., 1995; Freitas e Galetti, 2002), melhoramento genético
(Hillel et al., 1990) e programas de reproducdo (Rico et al., 1991).

Em truta arco-iris a variacdo genética foi estudada através da
utilizacdo de marcadores microssatélites ou SSRs (Sequence Short Repeats)
(Bentzen et al., 1991). SeqUéncias de microssatélites tém se mostrado
extremamente eficientes para demonstrar o emprego de marcas genéticas
como ferramenta em programas de monitoramento genético de diferentes
organismos cultivados como ostras (Naiciri ef al., 1995), peixes (Slettam, 1993) e

camardes (Cruz et al., 2002). Em carpas, a identificacdo de sequUéncias
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microssatélites e de seqUéncias de RAPD (Random Amplifield Polimorphic DNA)
possibilitou a determinacdo dos niveis de variabilidade e distdncia genética de
diferentes estoques reprodutores cultivados na Hungria (Bartfai et al., 2003).
Populacdes da espécie Cyprinus carpio tfambém foram analisadas através da
identificacdo de marcadores de RAPD (Dong e Zhou, 1998). Na india, andlises
de RAPD se mostraram eficientes para caracterizacdo genética de diferentes
espécies de carpas (Barman et al., 2003). A técnica de RAPD também tem sido
utilizada com sucesso em andlises filogenéticas (Comincini et al.,, 1996),
determinacdo de parasitas (Bhattacharrya et al.,, 1993), identificacdo de
subespécies (Bardakci e Skibinski, 1994) e de DNA fingerprinting (Bostock, et al.,
1993).

Independente do processo metodoldgico utilizado, o potencial que
a genética apresenta para resolver problemas relacionados & atividade de
cultivo de organismos aqudticos, sejam estes destinados a producdo de
proteina animal, & aquariofilia ou & reintfroducdo de fauna em programas de
conservacado, é inegdvel. As possibilidades de manipulacdo genética tornam
factivel a expressdo de um caracter desejdvel em uma determinada
populacdo. Este cardter pode estar relacionado & capacidade de
adaptacdo, a efeitos de coloracdo corpdrea ou simplesmente ao ganho de
peso em um menor espaco de tempo. As melhorias obtidas podem se dar a
longo ou curto termo. Em geral, processos que possibilitam ganhos mais
imediatos, costumam ser mais efémeros e ndo cumulativos. Assim, um conjunto
de prioridades para desenvolvimento de programas de manejo adequados,

com base nas diferentes estratégias utilizadas, tais como cruzamentos infra- e
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inter-especificos, programas de cruzamento seletivo e monitoramento da
variabilidade genética, deve ser estabelecido (Galetti e Freitas 1999; Arai,

2001; Hew e Fletcher, 2001).

2.4.2. Marcadores Moleculares

Durante a década de 90, grandes avancos foram alcancados
através do desenvolvimento de inUmeras técnicas da biologia molecular, as
quais possibilitaram a utilizacdo de uma infinidade de procedimentos
metodoldgicos aplicados a estudos genético-populacionais. Estas inovacoes
permitiraom a producdo de dados altamente informativos, de grande
acuracidade, promovendo uma verdadeira revolucdo na genética cldssica
(Snnucks, 2000; Matioli e Passos-Bueno, 2001).

Dentre as diversas descobertas tecnoldgicas estdo o
desenvolvimento e identificacdo de diferentes classes de marcadores
moleculares. Os marcadores moleculares constituem todo e qualquer fendtipo
molecular decorrente de regides do genoma expressas ou ndo. Muitas vezes,
a funcdo e seqUéncia de nucleotideos dessas regides sdo desconhecidas. Um
marcador molecular pode ainda constituir-se marcador genético em
populacdes segregantes, apresentando um comportamento tipicamente
mendeliano. O desenvolvimento da técnica de amplificacdo em cadeia de
segmentos do DNA, utilizando a DNA Polimerase (Polymerase Chain Reaction

ou PCR), desenvolvida na década de 80 por Kary Mullis, tem possibilitado a
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descricdo de classes de marcadores especificos, permitindo uma andlise
direta da variacdo genética (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Snnucks, 2000).

A reacdo de PCR envolve a sintese enzimdtica in vitro de milhdes de
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA
Polimerase. Baseada no anelamento e extensdo enzimdtica de pequenas
moléculas de DNA de fita simples (oligonucleotideos), utilizadas como primers,
a reacdo delimita a seqUéncia especifica de DNA de fita dupla que deverd
ser amplificada. Os primers sdo sintetizados de modo a se complementarem As
seqUéncias flanqueadoras da regido alvo. A técnica de PCR, juntamente com
as técnicas de clonagem e sequenciamento de DNA, tem possibilitado a
descricdo da estrutura do genoma de diversas espécies (Ferreira e
Grattapaglia, 1996).

O genoma dos eucariotos € composto por seqUéncias de DNA
altfamente repetidas, medianamente repetidas e seqUéncias que aparecem
uma Unica ou poucas vezes. As seqUéncias repetidas apresentam-se dispersas
no genoma ou agrupadas lado a lado, constituindo as chamadas repeticdes
em fandem. Repeticdes em tandem podem ainda estar esparsas, variando o
numero de unidades de repeticdes. Por este motivo, estas seqUéncias sdo
conhecidas como repeticdes em tandem em nUmero variado ou,
simplesmente, VNTRs (Alberts et al., 1990). Por variarem o nUmero de
repeticoes, as VNTRs produzem um padrdo espécie-especifico que serve para
caracterizacdo de diferentes individuos. Além desta, outras caracteristicas
fornam as VNTRs importantes em estudos de marcadores moleculares. Estas

seqUéncias sdo abundantes, apresentam altos niveis de variacdo alélica
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(Toledo-Filho et al., 1996) e ainda podem estar invertidas no genoma da
espécie, flanqueando genes especificos (Heath et al., 1993).

SeqUéncias de DNA repetitivo, como mini e microssatélites,
constituem uma rica fonte de polimorfismo genético. Os microssatélites sdo
repeticoes curtas (de 1 a é nucleotideos), altamente polimérficas, que se
encontram espalhadas pelo genoma de forma mais aleatéria que as VNTRs.
Por possuirem comportamento co-dominante e um alto niUmero de alelos,
estes marcadores sdo considerados exiremamente eficientes para o
estabelecimento de pedigrees, de mapas genéticos e para determinacdo dos
niveis de diversidade genética (Fries, 1993).

A técnica denominada RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), combinada com a técnica de PCR e com a utilizacdo de
sondas especificas, também tem possibilitado a determinacdo dos niveis de
distncia genética entre diferentes populacdes. A utilizacdo de diversas
enzimas de restricdo permite a realizacdo de cortes aleatdrios em diferentes
porcoes da molécula de DNA, podendo ser aplicada em estudos que
consideram a andlise de polimorfismos. A andlise de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) também se baseia na clivagem do DNA com enzimas
de restricdo. Em geral, o DNA gendmico € clivado com duas enzimas de
restricdo e ligado a adaptadores especificos as regides terminais dos
fragmentos produzidos. A partir de entdo, uma fracdo destes fragmentos é
amplificada via PCR utilizando-se primers que reconhecam as seqUéncias dos

adaptadores utilizados. A andlise e interpretacdo dos dados produzidos é feita
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a partir de um gel de alta resolucdo que permite a identificacdo e separacdo
dos fragmentos gerados (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

Outra metodologia da biologia molecular, também empregada
para identificacdo de marcadores moleculares e andlise da diversidade
genética, utiliza oligonucleotideos em reacdes de PCR, construidos a partir de
seqUéncias arbitrdrias. Inicialmente, Wiliams et al. (1990) patentearam esta
tecnologia com o nome de RAPD, entretanto, logo a seguir, Welsh e
Mcclelland (1990) propuseram uma nova denominacdo, AP-PCR (Arbitrarily
Primed-Polymerase Chain Reaction), considerada mais adequada, uma vez
que a sequUéncia dos primers utilizados & arbitrdria e ndo a amplificacdo do
fragmento de DNA. Entretanto, a técnica continuou sendo mais comumente
conhecida como RAPD e a grande maioria dos trabalhos continua trazendo

esta denominacdo em suas publicacoes.

2.4.2.1. A Técnica de RAPD

Independente do nome adotado e de pequenas variagcdes que a
técnica traz, a utilizacdo de primers de seqUéncias arbitrdrias abriu uma
perspectiva nova para a andlise gendmica de individuos e populacdes que
ainda possuem o seu genoma pouco explorado. Desta forma, a necessidade
de conhecimento prévio de uma seqUéncia especifica de DNA em uma
espécie € eliminada e a técnica de PCR pode ser aplicada a diferentes
grupos de organismos. Além disto, esta metodologia permite a amplificacdo

de regides do DNA transcritas e/ou ndo transcritas, possibilitando uma ampla
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cobertura do genoma da espécie em estudo sem a necessidade de
construcdo de bibliotecas gendmicas e/ou utilizacdo de isdétopos radioativos,
sendo, por isso, considerada uma metodologia de custo relativamente mais
baixo. Devido a estas peculiaridades, a técnica de RAPD vem sendo utilizada
nas mais diversas dreas do conhecimento, tanto em estudos que consideram a
estrutura genética de populacdes naturais, quanto de espécies domesticadas,
incluindo aquelas oriundas da atividade de cultivo (Dong e Zhou, 1998; Matioli
e Passos-Bueno, 2001; Telles et al., 2001).

Outra importante caracteristica que faz dessa classe de
marcadores, uma ferramenta bastante eficiente em estudos populacionais é a
capacidade de gerar um grande nUmero de locos polimdrficos. Apesar da
base molecular dos polimorfisimos de RAPD ainda ndo ser inteiramente
conhecida, acredita-se que mutacdes ponfuais como delecdes e insercoes,
podem impedir o anelamento do oligonucleotideo iniciador com a regido de
DNA complementar a ele, gerando, desta forma, o alto grau de polimorfismo,
freqUentemente, observado em estudos que utilizam este tipo de marcador
(Ferreira e Gratapaglia, 1996; Williams et al., 1990; Telles et al., 2001).

A despeito de todas as vantagens que o uso de marcadores de
seqUéncias arbitrdrias traz, os fragmentos de DNA amplificados via RAPD
apresentam "comportamento dominante", o qual impossibilita a identificacdo
dos individuos heterozigotos. A presenca de um Unico segmento, flanqueado
por seqUéncias homodlogas ao primer utilizado, j& permite a amplificacdo de
um fragmento com comprimento especifico, impedindo a distingcdo entre o

fendtipo molecular de individuos que possuem esta regido em apenas um
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cromossomo e aqueles que apresenfam em ambos 0s cromossomos
homologos. Nestes, os fragmentos amplificados possuem tamanhos idénticos
e, consequentemente, comportamentos de migracdo elefroforética
equivalentes, se sobrepondo um ao outro, o que impossibilita a distincdo entre
eles. Além disto, a técnica pode apresentar algumas limitacdes em relacdo ao
desconhecimento das seqUéncias de DNA do genoma da espécie em estudo
que estdo sendo amplificadas nas diferentes amostras analisadas e d baixa
reprodutibiidade do padrdo de fragmentos amplificados. A perfeita
padronizacdo na metodologia adotada (ciclo de reacdo, condicdes
eletroforéticas, interpretacdo dos fragmentos) e a utilizacdo de kits de PCR,
especialmente desenvolvidos para reacdes de RAPD, podem minimizar
eventuais distorcdes metodoldgicas, produzindo dados consistentes para
comparacoes (Snnucks, 2000; Matioli e Passos-Bueno, 2001).

Apesar do método apresentar limitacdes (possibiidade de co-
migracdo de bandas ndo homdlogas e natureza dominante das marcas),
muitos estudos tém utilizado a técnica de RAPD com bastante sucesso. Nesses
casos, as ferramentas estatisticas utilizadas devem partir do pressuposto de
que a auséncia de um determinado fragmento em dois individuos ndo
representa necessariamente similaridade genética entre eles, além do fato de
individuos homozigotos ndo poderem ser distinguidos dos heterozigotos. Assim,

ocorréncias negativas devem ser desconsideradas (Barman et al., 2003).
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2.4.3. Estudos Genéticos em Camardo

Programas de estudos genéticos em camardes cultivados
constituem hoje ferramenta bdsica para quaisquer acdes que visem alcancar
melhorias na atividade de cultivo. Diversos tipos de marcadores genéticos vém
sendo utilizados para investigacdo e caracterizacdo da estrutura genética de
populacdes de camardes (Chow e Sandifer, 1991; Benzie et al.,1997). Estes
estudos tiveram inicio na década de 70, quando marcadores enzimdaticos
foram primeiramente empregados para determinar os niveis de diversidade e
dist&ncia genética de diferentes populacdes de peneideos (Moav et al.,1976;
Hedgecock et al., 1976).

Estudos realizados em linhagens de M. japonicus cultivadas na Itdlia,
através da andlise de 48 locos enzimdticos, demonstraram uma reducdo nos
niveis de variacdo genética ao longo de seis geracdes nascidas em cativeiro
(Sbordoni et al., 1986). Populacdes de F. nofialis (Villaescusa et al., 1984; Alonso
et al., 1987; Labacena et al., 1994), L. schmitti (Espinosa et al., 1989), L.
vannamei (Sunden e Davis, 1991) P. monodon (Benzie et al., 1992, 1993) e L.
stylirostris (Labacena et al., 1994; Diaz et al., 1995) também tiveram sua
estrutura genética caracterizada a partir da utilizacdo de diferentes sistemas
enzimdaticos.

Aos poucos, os estudos enzimdticos foram sendo substituidos, uma
vez que, em geral, estes marcadores apresentavam baixo grau de
polimorfismo na grande maioria das especies de camardes estudadas. As

andlises de DNA promoveram uma verdadeira revolugcdo na carcinicultura
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moderna, passando a ser amplamente utilizadas para se estimar os niveis de
diversidade genética e simplificar planos experimentais, através da escolha
dos representantes mais adequados para originar as geracdes de cultivo
(Harris et al., 1991).

Em L. vannamei, familias derivadas de populacdes de camardes SPF
(Specific Pathogen Free), livres de patdgenos especificos, que variam
consideravelmente na performance de crescimento e na susceptibilidade a
doencas, apresentaram baixa variabiidade genética. Niveis de variacdo
genética diferenciados entfre as populacdes estudadas, além de marcas
genéticas especificas, foram estabelecidos através da utilizacdo de
marcadores de microssatélites (Wolfus et al., 1997). Estas seqUéncias também
foram utilizadas em estudos que consideram o estabelecimento de pedigrees,
mapeamentos de ligacdo e identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci)
(Moore et al., 1999).

O nUmero de microssatélites conhecido em camardes peneideos,
entfretanto, ainda é muito pequeno e suas descricoes sdo bastante recentes, o
que torna o seu uso extremamente limitado. Em P. monodon, andlises de
alguns poucos locos de microssatélites permitiram inferir sobre a estrutura
genética de populacdes selvagens do Sul da Taildndia (Tassanakajon et al.,
1998). Recentemente, outras 30 seqUéncias de microssatélites foram descritas
para essa espécie, através da construcdo de bibliotecas gendmicas
enrriguecidas (Wuthisuthimethavee et al.,, 2003). Em M. japonicus estudos
utiizando marcadores de microssatélites demonstraram uma  alta

heterozigosidade em populacdes selvagens (Moore et al., 1999). Lopez et al.
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(2001) identificaram dois locos de microssatélite para o genoma de L. schmitti,
enguanto que, em L. vannamei, cinco locos foram descritos e validados por
Cruz et al. (2001).

Andlises baseadas em marcadores de RFLP e VNTRs constituem uma
eficiente alternativa para estudos de caracterizacdo da estrutura genética de
populacdes de camardes. A associacdo da técnica de RFLP a sondas de DNA
gendmico e a identificacdo de VNIRs permitiu o estudo da diversidade
genética em diferentes estoques cultivados de camardes (Bagshaw e Buckolt,
1995). Em L. vannamei, andlises utilizando primers de seqUéncias cerne de
VNTRs, possibilitaram a determinacdo dos niveis de variabilidade e distancia
genética em estoques reprodutores de diferentes geracdes de domesticacdo
(Freitas e Galetti, 2002).

Andlises de RAPD também tém se mostrado eficazes em estudos de
diversidade genética de populacdes naturais (Tassanakajon et al.,, 1997) e
cativas (Garcia et al., 1994). Estimativas de variabilidade genética e
identificacdo de marcadores moleculares, através de amplificacdoes de DNA
utilizando primers de RAPD, foram reportadas para estoques de L. vannamei
(Garcia et al., 1994) e P. monodon (Tassanakajon et al., 1997). Similarmente,
D'Amato e Corach (1996) analisaram a distribuicdo geogrdfica e os niveis de
diversidade genética de duas populacdes selvagens de Macrobrachium
borellii através da utilizacdo desses marcadores.

No Brasil os estudos genéticos em camardes cultivados sdo recentes
e se iniciaram em 1998, com a criacdo do Centro de Estudos em Genética de

Camardo (CEGENCAM, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal,
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RN). A parceria entre o setor produtivo e érgdos governamentais possibilitou o
desenvolvimento de inUmeros projetos de pesquisa que, ao longo desses anos,
vém consolidando esta importante drea de atuacdo. Apesar do nUmero de
pesquisadores brasileiros ser ainda relativamente pequeno, a genética de
camardo no Brasil apresenta, hoje, posicdo de destaque dentro do cendrio
nacional e internacional. A recente criacdo do Projeto Genoma Camardo
reuniu diferentes grupos de pesquisa com o intuito de produzir dados que
possam ser Uteis para o estabelecimento de tecnologias que assegurem o
desenvolvimento sustentdvel e econdémico da atividade no pais (http//:

www.shrimp.ufscar.br).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de Material

A coleta do material para estudos de DNA tem alguns aspectos que
merecem ser destacados. O estado de conservacdo do tecido facilitard a
obtencdo de bons resultados. Tecidos em perfeito estado de conservacdo
podem garantir o sucesso das etapas subseqUentes dos experimentos
realizados em laboratério. Portanto, a fixagcdo do mesmo deve se dar de forma
correta e eficiente. Pedacos muito grandes de tecido devem ser reduzidos a
pedacos menores para promover uma melhor conservacdo do material e
evitar a deteriorizacdo de camadas mais internas.

No caso de camardes, a musculatura abdominal é considerada
como sendo o tecido mais apropriado para andlises de DNA, uma vez que
fornece uma boa quantidade de células musculares contendo material
genético. Entretanto, para ser obtida, necessita que o animal seja sacrificado,
o que muitas vezes inviabiliza a readlizacdo da coleta. Uma excelente
alternativa é utilizar o segundo conjunto de apéndices abdominais,
denominados pledpodos, os quais possuem uma quantidade razodvel de
tecido muscular, possibilitando a obtencdo de material genético suficiente
para ser utilizado em andlises moleculares. Os pledpodos podem ser
facilmente destacados do corpo do camardo com o auxilio de uma pinca
cirirgica. Este procedimento possibilita a sobrevivéncia do animal, ndo
interferindo na performance do mesmo, uma vez que os pledpodos

apresentam grande capacidade de regeneracdo. Para cada exemplar
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estudado devem ser coletados de um a dois pledépodos, dependendo do
tamanho (individuos maiores apresentam pledpodos maiores). O material
deve ser acondicionado em tubos pldsticos de 2 ml contendo cerca 1 ml de
etanol absoluto e mantido em freezer, a uma temperatura de -20°C, até o
momento da realizacdo da extracdo de DNA. No caso de camardes
cultivados, deve-se coletar de 20 a 30 exemplares pertencentes a cada um
dos estoques a ser estudado. Este nUmero amostral é considerado adequado
uma vez que os estoques cativos de reprodutores de camardo apresentam
numero populacional relativamente reduzido quando comparado a
populacdes naturais.

No presente estudo, os exemplares de camardes analisados, foram
coletados em sete principais centros de producdo de pods-larvas de L.
vannamei do Brasil, localizados em diferentes estados do pais (figura 4). Foram
coletadas amostras de animais pertencentes a 19 plantéis de reprodutores,
sendo cinco deles provenientes de uma Unica linhagem de endocruzamento
produzida em cativeiro. Exemplares pertencentes a um plantel derivado desta
mesma linhagem e considerado altamente resistente a hepatopancreatite
necrosante (NHP), doenca bacteriona que promove a necrose do
hepatopdncreas, também foram coletados. Todos os exemplares foram
sexados pela visualizacdo direta das estruturas relacionadas ao sistema
reprodutivo de cada sexo: a presenca de petasma nos machos e de télico nas
fémeas (figura 5). Cada individuo recebeu um nUmero de registro e cada
plantel uma nomenclatura adequada para posterior idenfificacdo e

acompanhamento destes, junto aos laboratdrios de larvicultura (tabela 4). Os
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tecidos foram fixados em etanol absoluto e transportados para o Laboratério

de Citogenética da Universidade Federal de SGo Carlos.

Figura 4: Mapa do Brasil evidenciando os locais de coleta onde foram amostrados os

diferentes plantéis de reprodutores estudados no presente trabalho.

Aqguatec!
Emparn?

Maricultura’
Lusomars

e Local de Coleta 1: Laboratério de Larvicultura Aguatec, localizado em Barra de Cunhad,
municipio de Ganguaretama, estado do Rio Grande do Norte.

e Local de Coleta 2: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do Nordeste,
localizada na cidade de Natal, estado do Rio Grande do Norte.

e Local de Coleta 3: Laboratério de Larvicultura da Fazenda de Cultivo Aquamairris, localizada na
cidade de Jodo Pessoa, estado da Paraiba.

e Local de Coleta 4: Laboratério de Larvicultura da Fazenda de Cultivo Compar, localizado na
cidade de Jodo Pessoa, estado da Paraiba.

e Local de Coleta 5: Laboratério de Larvicultura da Fazenda de Cultivo Valenca Maricultura da
Bahia, localizada em Guaibim, municipio de Valenca, estado da Bahia.

e Local de Coleta 6: Laboratério de Larvicultura da Fazenda de Cultivo Lusomar, localizada no
municipio de Jandaira, estado da Bahia.

e Local de Coleta 7: Laboratério de Larvicultura da Universidade Federal de Santa Catarina,
localizada na cidade de Florianépolis, estado de Santa Catarina.
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Figura 5: Fotografia da por¢cdo ventral de dois exemplares adultos de
camarodes L. vannamei indicando a presenca de petasma nos machos(q)

e de télico nas fémeas (b).

B

Tabela 4: Relacdo dos laboratérios de larvicultura visitados, dos plantéis

coletados, das nomenclaturas adotadas, do nimero de registro de cada

animal amostrado e do nUmero de individuos coletados (N).

Laboratério Plantel Nomenclatura N° de Registro N
Maricultura V7 99 77 NHP Mar NHP 001 a 030 30
Maricultura V499 F6 A Mar Fe 031 a 050 20
Maricultura V100 F7 Mar F7 051 a 070 20
Maricultura V299 F5B Mar Fs 071 a 090 20
Maricultura V6 00 F8 Mar Fs 619 a 638 20
Maricultura V101 F9 Mar Fo 579 a 598 20
Lusomar VS 08 99 FO Luso Fo 091 a 121 31
Lusomar VE 10 99 F2 Luso F2 122 a 150 29
Emparn V100 Emparn Fo 178 a 207 30
Aquatec 046 VAN Aqua Fi (1) 208 a 237 30
Aquatec 051 VAN Aqua Fi (2) 238 a 267 30
Aquatec 044 VAN Aqua F3 268 a 297 30
Aquatec 045 VAN Aqua F4 298 a 327 30
Agquamaris V FO 07 00 Aquamaris Fo 328 a 357 30
Compar V1 FO 07 00 Com Fo (1) 378 a 406 29
Compar V2 FO 00 Com Fo (2) 407 a 436 30
Compar V3 FO 00 Com Fo (3) 437 a 466 30
UFSC Maricultura/Ba 2 Ufsc F2 467 a 492 26
UFSC Maricultura/Ba 1 Ufsc Fo 493 a 524 32
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No momento da coleta do material foi aplicado um guia de
entrevistas composto por um questiondrio constituido por perguntas técnicas
direcionadas ao setor de maturacdo (tabela 5). O guia foi elaborado para
verificar a provavel origem dos plantéis e o tipo de manejo adotado por cada

um dos laboratdérios de larvicultura existente no pais.

Tabela 5: Questiondrio técnico direcionado ao setor de maturacdo dos laboratdrios

de producdo de pds-larvas de L. vannamei.

Questionario de diagnostico dos plantéis

01. Quantos plantéis de reproducdo existem?

02. Qualolocal de origem desses plantéis utilizados?

03. Os animais de um mesmo plantel t€m a mesma origem e idade?

04. Em que estdgio os animais sdo transferidos para os viveiros de reprodutores?e

05. HA& algum critério de selecdo utilizado na escolha dos individuos que irdo compor os

plantéis de reprodutores?

06. Qual aidade em que os camardes sdo transferidos para o laboratério de maturacdo?

07. Quando os animais sdo transferidos para o laboratério de maturacdo é feito algum tipo

de selecdo?

08. Os camardes mantidos em um mesmo tanque sdo provenientes de um mesmo viveiro

(com mesma origem e idade)?

09. Quantos casais sdo utilizados em cada fanque de maturagcdo e por quanto tempo?

10. Quantas vezes, em média, uma mesma fémea pode contribuir para uma dada

producdo?
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3.2. Extragdo de DNA de Tecidos Sélidos

A extracdo de DNA gendmico pode ser realizada seguindo-se
diferentes metodologias, incluindo a utfilizacdo de uma gama de kits de
purificacdo, atualmente, disponiveis no mercado. Para obtencdo de DNA a
partir de pledépodos de camardes, a técnica utilizada nesse trabalho foi a
descrita por Sambrook et al. (1989), que se baseia na utilizacdo de fenol para
separacdo da fase protéica. Apesar de eficiente, esta metodologia, no
entanto, pode deixar remanescentes de fenol impregnados nas amostras
analisadas, comprometendo a qualidade do DNA obtido. O fenol constitui-se
em um potencial inibidor da enzima Tag DNA Polimerase, impossibilifando, em
alguns casos, a amplificacdo de frechos do DNA. Para minimizar tal efeito
deve-se diminuir ao mdéximo a concentracdo de DNA utilizado na PCR. Testes
realizados em diferentes amostras demonstraram que concentracdes de DNA
de até 6 ng/ul podem ser utilizadas em reacdes que utilizam oligonucleotideos
de seqUéncias arbitrdrias. Desta forma, além de diminuir a concentracdo de
fenol, diminui-se também a quantidade de outros contaminantes que por
ventura possam vir a comprometer o sucesso da reacdo. Outra observacdo
qgue deve ser ressaltada em relacdo a utilizacdo de fenol diz respeito &
qualidade do mesmo. O fenol € um reagente bastante vulnerdvel ao processo
de oxidacdo (calor e luz) e uma vez oxidado pode também comprometer a
PCR. Neste caso, uma reextracdo do material, utilizando-se um fenol em bom

estado de preservacdo, pode ser realizada.
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A extracdo de DNA baseada no método acima referido possibilitou
a obtencdo de boas quantidades de DNA (50 a 300 ng/ul) e baixa
concentracdo de proteinas. O tratamento com as enzimas Proteinase K e
RNase (Ribonuclease Pancredtica Bovina) também sdo essenciais para
garantir um DNA de excelente qualidade. Em camardes, o alto teor de
polissacarideos, presente no exoesqueleto dos animais, pode comprometer o
sucesso da PCR. O protocolo utilizando fenol garante que boa parte deste
material seja descartada durante o processo de purificacdo de DNA.

Como comentado anteriormente, os pledpodos do animal podem
variar consideravelmente de tamanho, podendo-se utilizar uma ou mais
unidades por animal. Para realizacdo da extracdo de DNA, aproximadamente
200 mg (cerca de um pledpodo grande ou dois pequenos) de tecido foram
colocados em um graal e macerados em nitrogénio liquido, com a ajuda de
um pistilo. Apds a maceracdo, 5 ml de solucdo de digestdo, composta por 0,4
M de NaCl; 0,1 M de EDTA (pH 8,0); 100 ul/ml de RNase; 0,1 % de SDS, foram
adicionados ao tecido macerado e transferidos para tubos pldsticos de 15 ml
(tubo tipo falcon, resistente a fenol e cloroférmio). O tubo foi mantido por 1
hora em banho-maria a 37°C. Apds o periodo determinado, 100 ul/ml de
Proteinase K foram adicionados & solucdo e o tubo transferido para banho-
maria a 50°C por 2 horas e 30 minutos. Durante sua permanéncia em banho-
maria, o material foi periodicamente homogeneizado através de movimentos
suaves realizados com as mados. Esta fase tem como finalidade promover a
digestdo de componentes celulares indesejdveis, tais como, lipideos, proteinas

e RNA. Apds esta etapa, o tubo permaneceu a temperatura ambiente,
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adicionando-se a este igual volume (5 ml) de solucdo de extracdo, composta
por fenol, cloroférmio e dlcool isoamilico na proporcdo de 25:24:1. O material
foi homogeneizado delicadamente por aproximadamente 30 minutos e
centrifugado por 15 minutos em centrifuga a 3.000 rpm. Posteriormente, os
tubos foram cuidadosamente refirados da centrifuga e o sobrenadante
fransferido para um novo tubo com o auxilio de uma micropipeta. Durante a
etapa de centrifugacdo, o fenol arrasta restos de tecidos para o fundo do
tubo juntamente com as proteinas degradadas. A fase contendo o DNA e
alguns poucos residuos de proteinas permanece numa camada superior
separada do fenol por uma fina pelicula. Assim, a transferéncia do
sobrenadante deve ser realizada com bastante cuidado para que restos de
tecidos e/ou proteinas ndo sejom aspirados. A solucdo transferida, foram
adicionados T M de NaCl e cerca de 2 volumes de etanol absoluto gelado
para gue estes promovessem, respectivamente, a precipitacdo das proteinas
e do DNA. O tubo foi vertido algumas vezes para facilitar a etapa de
precipitacdo e em seguida centrifugado a 3.000 rom por mais 15 minutos. O
DNA em contato com o etanol poderd formar uma "nuvem" que
frequentemente pode ser observada a olho nu antes mesmo da
centrifugacdo. Apds a etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi
imediatamente descartado e ao pellet de DNA, formado no fundo do tubo,
foram adicionados 3 ml de etanol 70% gelado. Este passo auxilia a retirada de
resquicios de reagentes que por ventura tenham restado. O material foi
novamente centrifugado por mais 15 minutos e o sobrenadante

cuidadosamente descartado para que o pellet ndo se desprendesse do fundo
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do tubo. O DNA foi mantido overnight em estufa a 37°C e posteriormente
ressuspendido em aproximadamente 500 ul de TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1T mM,
pH 8,0), sendo transferido para tubos pldsticos de 1,5 ml e acondicionados em

freezer & temperatura de -20°C, logo apds sua total dissolucdo.

3.3. Quantificagao de DNA

Apods a extracdo de DNA, o material foi devidamente quantificado.
A quantificacdo pode ser realizada utilizando-se um espectofotémetro ou um
ladder que além do peso molecular também indigue a concentracdo de
cada um dos fragmentos que o compdem. Caso ndo haja a possibilidade de,
rofineiramente, fazer uso das opcdes acima citadas, uma vez que muitos
laboratdrios ndo possuem espectrofotbmetro e que marcadores desta
naftureza costumam ser relativamente caros, um DNA padrdo, previamente
quantificado, poderd ser utilizado como parédmetro de quantificacdo. E
importante, entretanto, adotar uma Unica metodologia, visando-se minimizar
variacdes entre os padrdes de quantificacdo obtidos.

No presente estudo, a metodologia adotada consistiu na utilizacdo
do marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) que evidencia bandas de
200, 120, 80, 40, 20 e 10 ng. As amostras de DNA foram aplicadas em gel de
agarose imerso em tampdo TBE (1x) (Tris-Base, Acido Bérico, EDTA), contendo
brometo de etideo (0,5 ug/ml). O brometo de etideo impregnado nos acidos
nucléicos, quando sob luz Ultra Violeta (UV) emitida pelo transiluminador

permite a visualizacdo dos mesmos. Uma banda de alto peso molecular,

53



MATERIAL E METODOS

correspondente & molécula de DNA, pode ser evidenciada. Afravés da
comparacdo entre a intensidade da banda obtida com a dos demais
fragmentos do marcador pode-se estimar a concentracdo de cada uma das
amostras de DNA analisadas. Quando o DNA enconfra-se muito degradado,
ao invés de uma Unica banda bem evidente, visualiza-se um grande rastro
difuso ao longo do gel. Residuos de RNA também podem ser observados,
quando verificada a presenca de um fragmento de menor peso molecular.
Eventualmente, quando o DNA obtido apresenta grande quantidade de
contaminantes, uma banda superior permanece retida no gel no local de
aplicacdo da amostra. Nestes casos, o DNA pode apresentar dificuldades
durante o processo de amplificacdo. Estas informacdes devem ser relatadas
juntamente com os dados obtidos de quantificacdo do material. Desta forma,
eventuais problemas que venham a ocorrer durante a utilizacdo do DNA nos
diferentes experimentos realizados em laboratério poderdo ser mais facilimente

solucionados.

3.4. Acondicionamento das Amostras de DNA

Apods realizada a quantificacdo do DNA, duas aliguotas do material
foram acondicionadas a -20°C. Uma primeira, com volume aproximado de 50
ul, foi mantida para uso rotineiro em laboratério. Uma segunda aliquota foi
reservada e estocada a -20°C no Banco de DNA do Laboratério de
Citogenética da Universidade Federal de S&o Carlos. Este procedimento

garante que parte do DNA extraido ndo seja degradada durante os processos
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de congelamento e descongelamento sucessivos, usuais durante a realizacdo
dos experimentos em laboratdrio. Assim, a amostra de DNA estocada pode
permanecer integra por um periodo de tempo relativamente maior. O DNA
deve ser totalmente descongelado (temperatura ambiente) e
homogeneizado com o auxilio de uma micropipeta antes de ser usado em
quaisquer procedimentos em laboratério, seja para sua simples quantificacdo

ou para sua utilizacdo em reacdes de PCR.

3.5. Reacdes de Amplificacdo de DNA via RAPD-PCR

Apds extraido e devidamente quantificado, o DNA estd pronto para
ser utilizado em diferentes procedimentos da Biologia Molecular, incluindo
reacdes de amplificacdo e construcdo de bibliotecas gendmicas. A
amplificacdo de DNA via PCR se dd através da utilizacdo de uma mistura de
reagentes necessdrios para sintetizar novos segmentos da molécula. Um ciclo
de reacdo, estabelecido em aparelho termociclador, no qual varicm os
tempos e as temperaturas, simula in vitro os fendbmenos que ocorrem
naturalmente nas células vivas durante o processo de replicacdo de DNA.

Um padrdo de amplificacdo adequado deve ser obtido para cada
reacdo. No caso do uso de oligonucleotideos de seqUéncias arbitrdrias, as
condicdes da reacdo sdo imprescindiveis para garantir resultados confidveis.
Deve-se fazer inUmeras variacdes nas concentracdes dos reagentes e ciclos
de reacdo até que se obtenha um padrdo de amplificacdo altamente

satisfatério. A repetibilidade do perfil de bandas obtido deve ser considerada
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como essencial para estudos que analisam polimorfismos de RAPD. Cada
reacdo deve utilizar quantidades suficientes de Cloreto de Magnésio (MgCla),
dinucleotideos (dNTPs: Adenina, Guanina, Citosina e Timina), enzima DNA
Polimerase, oligonucleotideos iniciadores (primers) e amostras do DNA
femplate. Todos estes fatores influenciam no sucesso da amplificacdo,
podendo ser adequados a diferentes situacdes, visando a ofimizacdo e o
aumento da especificidade da reacdo.

A enzima Taqg Polimerase, isolada do microorganismo Thermus
aquaticus, resiste a altas temperaturas, sendo a mais comumente utilizada em
reacdes de PCR. Em geral, para RAPD, costuma-se utilizar cerca de uma
unidade de enzima por reacdo. Concentracdes de Tag muito altas podem
resultar na amplificacdo de regides inespecificas. Para seqUéncias mais
complexas, no entanto, concentracdes maiores sdo necessdrias. Um dos
componentes essenciais para que a DNA Polimerase atue € o magnésio. Em
geral, costuma-se utilizar tampdes que possuem em sua composicdo o MgCle.
Entretanto quantidades complementares podem ser adicionadas a reacdo. A
concentracdo de MgClz pode ter um efeito significativo na especificidade da
reacdo. Concentracdes proximas a 1,5 mM, sdo geralmente adequadas.
Enfretanto, muitas vezes, sGo necessdrios ajustes. O excesso de MgCl: pode
resultar na acumulacdo de produtos de amplificacdo ndo especificos. Por
outro lado, concentracdes insuficientes podem impossibilitar a amplificacdo
de DNA. E necessdrio que haja magnésio disponivel para que os
dinucleotideos possam ser adicionados pela Taqg. A quantidade de dNTP na

reacdo determinard a quantidade de magnésio livre. Concentracdes de dNTP
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muito altas também podem facilitar ou promover incorporacodes errbneas pela
enzima Taqg Polimerase. Em geral, costuma-se utilizar cerca 200 uM de dNTP
porreacdo.

Outro importante fator para o sucesso da amplificacdo de DNA via
PCR estd relacionado com as caracteristicas dos primers utilizados. Em RAPD,
os oligonucleotideos costumam ser decdmeros e ter um minimo de 50% de
conteUudo de GC em sua composicdo. A concentracdo de primer encontra-se
intfimamente relacionada com a temperatura em que se dard o anelamento
do mesmo com a regido complementar. Quantidades proximas a 25 pmoles
sdo suficientes em reacdes de RAPD. O DNA também pode se constituir num
fator limitante da reacdo, sendo considerado por alguns autores como um dos
pardmetros mais criticos da PCR. Apesar da técnica de RAPD ndo necessitar
de um DNA extremamente puro, sua qualidade pode interferir nos resultados
obtidos. Dependendo da quantidade de contaminantes (restos de proteinas,
RNA, polissacarideos, fenol) nas amostras, a amplificacdo pode ndo ocorrer.
Como mencionado no item relativo & extracdo de DNA, a diminuicdo nas
concentracdes de DNA pode facilitar o seu uso. Em geral concentracdes entre
10 e 100ng produzem resultados satisfatérios. Adicionalmente deve-se ainda
fazer uso de alguns componentes tamponantes e estabilizadores da reacdo. A
composicdo dos tampodes, em geral, inclui Tris-HCI, KCI e gelatina. Cerca de
1/10 de tampado (10x) costuma ser utilizado por volume final de reacdo.

No presente estudo, apds inUmeros testes realizados com diferentes
profocolos, passou-se a ulilizar o kit Ready-To-Go RAPD Analysis Bead

(Amersham Pharmacia), especialmente desenvolvido para reacdes de RAPD.
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Este Kit € composto por 100 reacgdes individuais, que se apresentam sob a
forma de esferas liofilizadas, denominadas beads, contidas em tubos de 0,5 pl.
Cada bead é composto por enzimas DNA Polimerase termoestdveis (AmpliTag™
DNA Polymerase e Stoffel Fragment) em concentracdes ndo determinadas pelo
fabricante, 0,4 mM de cada dNTP, 2,5 ug de BSA (Bovine Serum Albumine), 3 mM
de MgClz, 30 mM de KCl e 10 mM Tris (pH 8,3). Para sua utilizagcdo, foram feitos
ajustes em relacdo ao ciclo de reacdo e as concentracdes dos primers e das
amostras de DNA utilizadas. Foi testado um total de 38 oligonucleotideos de
seqUéncias arbitrarias (tabela 6), dos quais seis foram selecionados. Cerca de
50 ng de DNA e 25 pmoles de primer foram utilizados em 25 ul de volume final
de reacdo. Ao tubo foram adicionados 19 ul de dgua milliQ, 5 ul de primer (em
estoque a 5 pmol/ul) e T u de DNA na concentracdo previomente
estabelecida. Os microtubos foram delicadamente homogeneizados e
centrifugados por 2 segundos em microcentrifuga a 1000 rom. Posteriormente,
estes foram transferidos para o termociclador, iniciaondo o processo de
amplificacdo. Para reacdes de RAPD-PCR deve-se procurar utilizar sempre um
mesmo aparelho, minimizando possiveis diferencas entre os padrdes de
amplificacdo obtidos, decorrentes de diferencas entre os aparelhos utilizados.
Durante a adicdo dos reagentes os microtubos foram mantidos a
uma temperatura de -4°C, sendo o DNA o Ultimo componente a ser
adicionado. Desta forma, evita-se, respectivamente, possiveis perdas de
atividade dos reagentes e/ou contaminacdes no material. Terminada a
reacdo, os microtubos foram mantidos a -20°C, para posterior visualizacdo dos

produtos em gel de agarose.
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Tabela é: SeqUéncias dos primers de RAPD testados no presente frabalho.

Oligonucleotideos

Sequéncia (5' - 3')

1 (Amersham Pharmacia) GGTGCGGGAA
2 (Amersham Pharmacia) GTTTCGCTCC
3 (Amersham Pharmacia) GTAGACCCGT
4 (Amersham Pharmacia) AAGAGCCCGT
5 (Amersham Pharmacia) AACGCGCAAC
6 (Amersham Pharmacia) CCCGTCAGCA
A9 (Garcia et al., 1994) GGGTAACGCC
A10 (Garcia et al., 1994) GTGATCGCAG
A20 (Garcia et al., 1994) GTTGCGATCC
B11 (Garcia et al., 1994) GTAGACCCGT
B14 (Garcia et al., 1994) TCCGCICTIGG
B20 (Garcia et al., 1994) GGACCCTTAC
101 (Tassanakajon et al., 1997) GCGCCIGGAG
174 (Tassanakajon et al., 1997) AACGGGCAGG
428 (Tassanakajon et al., 1997) GGCTIGCGGTA
456 (Tassanakajon et al., 1997) GCGGAGGTCC
457 (Tassanakajon et al., 1997) CGACGCCCIG
459 (Tassanakajon et al., 1997) GCGICGAGGG
OPP-01 (Operon Technologies) GTAGCACTCC
OPP-02 (Operon Technologies) TCGGCACGCA
OPP-03 (Operon Technologies) CTGATACGCC
OPP-04 (Operon Technologies) GIGTCTCAGG
OPP-05 (Operon Technologies) CCCCGGTAAC
OPP-06 (Operon Technologies) GTIGGGCTGAC
OPP-07 (Operon Technologies) GTCCATGCCA
OPP-08 (Operon Technologies) ACATCGCCCA
OPP-09 (Operon Technologies) GTGGTCCGCA
OPP-10 (Operon Technologies) TCCCGCCTAC
OPP-11 (Operon Technologies) AACGCGTICGG
OPP-12 (Operon Technologies) AAGGGCGAGT
OPP-13 (Operon Technologies) GGAGTGCCTC
OPP-14 (Operon Technologies) CCAGCCGAAC
OPP-15 (Operon Technologies) GGAAGCCAAC
OPP-16 (Operon Technologies) CCAAGCTGCC
OPP-17 (Operon Technologies) TGACCCGCCT
OPP-18 (Operon Technologies) GGCITTGGCCT
OPP-19 (Operon Technologies) GGGAAGGACA
OPP-20 (Operon Technologies) GACCCTAGTC

Neste estudo, as amplificacdées de DNA foram readlizadas em
termociclador MJ Research, INC, modelo PTC 100, programado da seguinte

forma: 4 min a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 1 minuto a 92°C; 1,5 minuto a
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37°C e 2 minutos a 72°C, com extensdo final de 3 minutos a 72°C. Cada
temperatura e tempo estabelecidos sdo responsdveis por uma etapa
determinante no processo de amplificacdo do DNA. Uma eftapa inicial
garante que todo o DNA fita dupla seja previamente desnaturado. O
aquecimento insuficiente durante o primeiro passo de desnaturacdo costuma
ser uma falha nas reacdes de PCR. Este passo € extremamente importante e
uma temperatura de 94°C ¢é adequada para maioria dos Ccasos.
Posteriormente, iniciam-se os ciclos de reacdes caracterizados pelas etapas
de desnaturacdo, ligacdo ou hibridacdo do oligonucleotideo d regido de
DNA complementar e, finalmente, replicacdo dos segmentos especificos da
molécula. Apds um determinado nUmero de repeticdes (que pode variar entre
35 a 50 vezes), sdo produzidas inUmeras copias de uma regido de DNA,
flangueada pela seqUéncia dos oligonucleotideos utilizados, cujo nUmero é
definido por 2n, onde n é o nUmero total de ciclos. Ao final do Ultimo ciclo, a
temperatura de extensdo deve permanecer por um tempo relativamente
maior para que o processo de extensdo de regides que estavam sendo
amplificadas possa ser finalizado.

Para se determinar a temperatura de hibrida¢cdo ou annealing
deve-se levar em consideracdo as caracteristicas dos primers utilizados. O
primer se hibridard & regido alvo através da diminuicdo da temperatura de
desnaturacdo. Em geral, para oligonucleotideos de 15 bases costuma-se
utilizar temperaturas que variom entre 40 e 50°C. Para primers com 20 bases

temperaturas superiores sdo mais indicadas. Primers menores, como 0s
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utilizados no presente trabalho, necessitam, no entanto, de temperaturas mais

baixas.

3.5.1. Andlise Eletroforética dos Fragmentos Amplificados

A andlise eletroforética dos fragmentos amplificados foi realizada em
gel de agarose 1,5%, imerso em TBE (1x), submetido a uma condicdo de corrida
de 100 volts por 3 horas. Além das amostras amplificadas, um marcador de peso
molecular de 1kb (Invitrogen) também foi aplicado para estimar o provdvel
tamanho dos fragmentos amplificados. Todas as imagens analisadas foram
fotodocumentadas através da utilizacdo do sistema de imagem Kodak Digital
Science™ EDAS 290, desenvolvido para andlise e documentacdo de géis de
eletroforese, conforme instrucdes do fabricante.

E importante destacar que, antes do estabelecimento das condicdes
para andlise eletroforética, deve-se testar variacdes na concentracdo do gel, na
voltagem e no tempo de corrida para cada padrdo de amplificacdo obtido.
Concentracoes iniciais de 1% sdo indicadas para fragmentos com pesos
moleculares bem discrepantes. Para fragmentos com tamanhos muito préximos,
deve-se, no entanto, aumentar a concenfracdo do gel. Quanto maior a
concentracdo do gel, maior serd o seu poder de resolucdo. Concentracées mais
altas possibilitam uma  distincGo melhor entre os fragmentos, enfretanto,
necessitam de um maior tempo de corrida, principalmente, se estes fragmentos
possuirem pesos moleculares muito préximos. O prolongamento demasiado no

tempo de corida pode diminuir a nitidez da imagem visudlizada em
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transiluminador, devido a dispersdo de parte da amostra de DNA aplicada no
gel. A voltagem utilizada também ndo deve ser muito alta para que ndo
ocorram distorcdes na imagem formada. Uma vez padronizadas as condicoes
de corrida, tal procedimento deve ser fidedignamente reproduzido para que o
perfil de bandas obfido para as diferentes amostras analisadas possa ser

corretamente interpretado.

3.6. Andlises Estatisticas Multilocus

Somente os produtos amplificados que apresentaram alta
reprodutibilidade foram selecionados para as andlises estatisticas. Os
fragmentos foram nomeados e o0s pesos moleculares aproximados
determinados. Com o auxilio de uma régua, cada banda foi identificada e
analisada nas diferentes amostras estudadas. Matrizes bindrias, baseadas na
presenca (1) ou auséncia (0) de cada fragmento, foram construidas e
submetidas a uma andlise estatistica descritiva para dados dipldides com
comportamento dominante.

Foram calculadas as percentagens de locos polimérficos, as
freqUéncias génicas (Nei, 1987), os indices de diversidade (Nei, 1973), distancia
(Nei, 1972) e identidade (Nei, 1978) genéticas e construido um dendograma
de similaridade genétfica baseado no método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) (Sneath e Sokal,
1973), através da utilizacdo do programa computacional Popgene, versdo 1.31

(Yeh et al., 1999). Diferencas significativas (p<0,05) para os valores de
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freqUéncia génica foram testadas com base na andlise de qui-quadrado e
teste de homogeneidade entre as amostras.

O coeficiente de similaridade genética de Jaccard (1901) foi obtido
através da utilizacdo do sofftware NISYS-PC (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System), versdo 1.80 (Rohlf, 1993). Diferencas significativas
entre os coeficientes de Jaccard foram verificadas através da realizacdo dos
testes de Mann-Whitney e Kruskal Wallis, utilizando-se o programa BioEstat 2.0
(Ayres et al., 2000). Todos os valores de similaridade genética obtidos para a
linhagem de endocruzamento foram submetidos a uma andlise de regressdo
linear e ndo-linear no programa Microsoft Excel, versdo para Windows 99
(Microsoft Word).

Todos o©os programas estatfisticos  utilizados seguiram  os
procedimentos bdsicos de utilizacdo contidos nos seus respectivos manuais de
instrucdo. As andlises estatisticas realizadas com base nos diferentes
fragmentos selecionados partiram do pressuposto de que cada loco possui
dois alelos, os quais apresentam comportamento mendeliano.

O coeficiente de similaridade genética de Jaccard, comumente
utilizado no passado para estimar os niveis de diversidade de espécie em duas
ou mais populacodes, atualmente, vem sendo extremamente aplicado para
estimativas de variabilidade genética em populacdes analisadas através de
marcadores moleculares com comportamento dominante, uma vez que ndo
considera discordé@ncias como indicativo de similaridade genética. Ele pode
ser expresso através da formula: S, =a / a + b + ¢, onde a corresponde ao

numero total de bandas coincidentes em dois individuos x € y, b ao nUmero
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total de bandas exclusivas em um individuo x e ¢ ao nUmero total de bandas
presentes em y e ausentes em x.

As freqUéncias alélicas (g), comumente determinadas através da
formula: g xoxa = Naa/N € g yays = 2'Nabv/N, com a #b, onde N é o nUmero total
de individuos analisados, Naa € O numero de individuos com gendtipo
homozigoto xaXa € Nab € 0 NnUmero de individuos com gendtipo heterozigoto
yayb, para dados dominantes deve considerar o nUmero de individuos que ndo
apresentam o fragmento para um determinado loco e o numero total de
individuos analisados. A diversidade genética (h) estima a variabilidade
genética com base na freqléncia esperada de individuos heterozigotos e no
nUmero de alelos que sdo mantidos para cada loco considerado. Ela reflete o
polimorfismo de uma populacdo, podendo ser expressa através da férmula:
hn=2Nab, com a=b, Nab igual a freqUéncia de individuos heterozigostos
observados na populacdo e n igual ao loco considerado. A percentagem de
locos polimérficos (f) € dada a partir do niUmero de locos observados que se
apresenta diferenciado entre si e & expressa por: f=p/m, onde p &€ o niUmero
total de locos polimérficos e m é o numero total de locos analisados. Ela
também reflete o grau de polimorfismo de uma populacdo, sendo
comumente utilizada para estimar os niveis de diversidade genética em
estudos que consideram a andlise de marcadores com comportamento
dominante.

Os valores de dist@ncia (D) e identidade (I) genética refletem,
respectivamente, o grau de diferenciacdo e de proximidade genética entre

diferentes individuos ou populacdes. Em geral, costuma-se considerar a
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ldentidade como sendo: I=1-D, com D= -In (gi2/V qi. qz2), onde g1 e g2 s&o,
respectivamente, a homozigosidade nas populacdes 1 e 2 para todos os locos
analisados e gi2 a homozigosidade média determinada para as duas

populacoes.
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4. RESULTADOS
4.1. Diagnéstico de Origem, Geragdo e Manejo para os Diferentes Plantéis
Analisados

4.1.1. Fundagado dos Plantéis: Geragdo e Origem

Atualmente, existem no pais inUmeros plantéis de reprodutores que
podem ou ndo diferir entre si com relagcdo a origem e ao niUmero de geracoes
produzidas em cativeiro. Muitos plantéis foram formados a partir da
importacdo direta de animais provenientes do México, Costa Rica, Panama,
Equador e Venezuela, e também através da obtencdo de animais
pertencentes a laboratérios localizados no proprio pais. Alguns plantéis foram
compostos por animais provindos de um Unico local, entretanto, plantéis
originados a partir de animais de diferentes procedéncias também foram
verificados. Devido a esta partficularidade, a geracdo em cativeiro
diagnosticada para cada plantel analisado, foi relatada como sendo aquela
produzida pelo laboratdrio que o fundou. Desta forma, plantéis que possuem
individuos em FO ou F1 podem ndo corresponder a populacdes selvagens ou
derivadas destas, respectivamente, uma vez que foram fundados a partir de
individuos que j& se encontravam em domesticacdo em outros centros de
cultivos. A tabela 7 sumariza os dados obtidos para os diferentes plantéis

analisados.
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Tabela 7: Diagndstico de origem e geracdo para os diferentes plantéis estudados, com base nas

respostas obtidas através da aplicacdo do guia de entrevistas.

Empresa Plantel Geragdo Origem
Maricultura (BA) Mar Fs F5 Plantel descendente da geracdo F4, que foi inicialmente
composta a partir do cruzamento entre individuos em F3, que por
sua vez foram originados da geragdo F2, e esta da geragdo Fl
que se constitui a primeira geracdo em cativeiro descendente de
animais importados do Panamd (80%) e Equador, México, Costa
Rica e Venezuela (20%).
Maricultura (BA) Mar Fg Fé Geragdo descendente do plantel Mar F5 (Mariculfura)
Maricultura (BA) Mar F; F7 Geracdo descendente do plantel Mar Fé (Maricultura)
Maricultura (BA) Mar Fg F8 Geracdo descendente do plantel Mar F7 (Maricultura)
Maricultura (BA) Mar Fy F9 Geragdo descendente do plantel Mar F8 (Maricultura)
Maricultura (BA) Mar NHP F7 Animais derivados do plantel Mar F7 (Maricultura), apds contdgio
com bactérias causadoras de necrose no hepatopéncreas (NHP)
Lusomar (BA) Lus Fo FO Animais obtidos do centro de cultivo SECOM
Lusomar (BA) Lus F2 F2 Animais obtidos do centro de cultivo EDUARDO LEMOS
Emparn (RN) Emparn Fo FO Animais obtidos do centro de cultivo TECNARAO
Aquatec (RN) Aqua Fi (1) F1 Animais provenientes do Panamd, da LUSOMAR e da SECOM
Aquatec (RN) Aqua Fi (2) F1 Animais provenientes do Panamd e da SECOM
Aquatec (RN) Aqua F3 F3 Animais provenientes do Panamd e da LUSOMAR
Aquatec (RN) Aqua Fs4 F4 Animais provenientes do Panamd, da LUSOMAR e de viveiros de
engorda do centro de cultivo CAMANOR
Aquamaris (PB)  Agquamaris Fo FO Nduplios obtidos da AQUALIDER e pds-larvas da COMPAR
Compar (PB) Com Fo (1) FO Animais provenientes dos viveiros de engorda da COMPAR
Compar (PB) Com Fo (2) FO Animais provenientes dos viveiros de engorda da COMPAR
Compar (PB) Com Fo (3) FO Animais provenientes dos viveiros de engorda da COMPAR
UFSC (SC) Ufsc F2 F2 Nduplios provenientes da MARICULTURA
UFSC (SC) Ufsc Fo FO Nduplios provenientes da MARICULTURA

Nota: Os centros de cultivo SECOM, EDUARDO LEMOS, TECNARAO e CAMANOR, citados na tabela acima, utilizam animais
provenientes de diferentes fazendas de engorda, tendo os seus estoques, portanto, mdltiplas origens.
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4.1.2. Manutencgado dos Plantéis: Selegdo e Manejo

O manejo readlizado para garantir a manutencdo das linhagens
matrizes, em geral, ndo utiliza animais provindos de diferentes estoques, sendo
o plantel reprodutor mantido como uma linha pura. Uma vez constituido o
plantel, a sua continuidade somente ocorre a partir de cruzamentos realizados
entre individuos pertencentes aquele mesmo plantel, sem incremento de
novos pools génicos. Menos freqientemente, alguns estoques reprodutores
sdo mantidos a partir da utilizacdo de pds-larvas obtidas de viveiros
comerciais. Para garantir a producdo comercial de camardo, entretanto, os
diferentes centros de producdo de pods-larvas utilizam reprodutores
provenientes de diferentes plantéis, sem que haja uma preocupacdo em
relacdo & origem e geracdo dos mesmos. Desta forma, as milhares de pds-
larvas que irdo povoar os viveiros de engorda das inUmeras fazendas de
camardo espalhadas pelo pais sdo progénies de reprodutores de diferentes
plantéis.

Outra importante caracteristica de manejo refere-se a selecdo dos
animais que serdo utilizados para originar as geracdoes subsequentes de um
plantel. Em geral, a escolha dos reprodutores € realizada através da
observacdo visual do fendtipo dos camardes e ocorre por volta dos 3 meses
de idade, podendo variar entre 70 a 100 dias de vida. Os critérios de selecdo
utilizados se baseiam, comumente, na morfologia externa do animal (animais
sem necroses, com antenas perfeitas e rostro sem deformidades) e

principalmente no tamanho do individuo.
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Ocasionalmente, uma selecdo anterior a esta pode ser realizada
ainda durante o estdgio de pods-larva. Neste caso, os critérios de selecdo
adotados baseiam-se na diversificacdo do plantel, considerando pds-larvas
provenientes de desovas de multiplas fémeas, ou no tamanho dos individuos,
escolhendo as pds-larvas de maior tamanho. Préximo ao oitavo més de vida,
uma nova selecdo é realizada e alguns individuos sdo transferidos dos viveiros
de reprodutores, para os tfanques de maturacdo. A escolha dos animais,
novamente, &€ baseada no aspecto externo do camardo. SGo observadas as
antenas, as brédnquias, a coloracdo dos urdépodos e, nos machos, a
pigmentacdo dos espermatdforos. Os animais maiores e mais sauddveis (com
auséncia de necroses e outras deformidades) sdo selecionados e transferidos
para o setor de maturacdo. Em geral, costuma-se utilizar cerca de 60 a 80
casais por tanque de maturacdo, com uma densidade média de 5
animais/m2, embora, 15 casais/tanque e 100 casais/tanque fambém tenham
sido relatados.

Apesar das respostas obtidas através da aplicacdo do questiondrio
ndo terem sido suficientemente esclarecedoras quanto a origem e a geracdo
exata dos diferentes plantéis analisados, elas apresentaram importancia
fundamental para o levantamento de informacdes relacionadas ao manejo,
sua implicacdo na estrutura genética destes estoques e, principalmente, para
a andlise e interpretacdo dos dados moleculares produzidos no presente

frabalho.
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4.2. Andlise de Diversidade e Distancia Genética para os Diferentes Estoques
Reprodutores Analisados com Base na Identificacdo de Marcadores

Moleculares de RAPD

Os resultados obtidos através da amplificacdo de DNA utilizando-se
os oligonucleotideos de seqUéncias arbitrdrias 1, 2, 3, 4, 5 e 6 em reacdes de
RAPD produziram um padrdo de fragmentos bastante eficiente (figura 5), do
qual foram selecionados 64 fragmentos (tabela 8), que permitiram o
estabelecimento de relacdes genéticas e estimativas dos niveis de diversidade
genética para os diferentes plantéis estudados. Perfis de amplificacdo
altamente reprodutiveis foram encontrados para todos os primers utilizados,
quando o DNA de um mesmo individuo foi submetido a trés reacdes

independentes de RAPD, para cada primer utilizado (figura 6).

Figura é: Gel de agarose evidenciando padrdo de amplificacdo de DNA obtido para
diferentes amostras de DNA de camaréo (a, b, ¢, d) analisadas, utilizando-se os primers 1,
2,3,4,5e 6 emreacdes de RAPD.

Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4 Primer 5 Primer 6

A A A A A A

e Y Y~ Y Y N\
M a b ¢c da b c da b cd a b cd ab c dabcd

2000, 1650

1000, 850

650

500
400

300
200
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Tabela 8: Nomenclatura adotada e peso molecular estimado (entre parénteses) para os

diferentes fragmentos amplificados, através da utilizacdo dos primers 1,2, 3,4, 5e 6 em

reacoes de RAPD.

Nomenclatura e peso molecular (pb) para fragmento identificado

Primer 1

P1-ay (700)

Pl-b2 (670)

Pl-cs (650)

P1-ds (560)

Pl-es (530)

P1-f¢ (500)

P1-g7 (430)

P1-hs (410)

Pl (400)

P1-ji0 (360)

P1-kin (300)

Primer 2

P2-ai (710)

P2-bs (700)

P2-c3 (660)

P2-ds (640)

P2-es (550)

P2-fs (530)

P2-g7 (500)

Primer 3

P3-ai (900)

P3-b, (850)

P3-c (700)

P3-ds (660)

P3-es (650)

P3-fs (640)

P3-gs (510)

P3-hs (500)

P3-iy (450)

P3-j10 (410)

P3-kn (380)

P3-li2 (340)

Primer 4

P4-a; (900)

P4-b, (840)

P4-cs (600)

P4-ds (520)

P4-es (430)

P4-fe (400)

P4-g7 (350)

P4-hg (290)

P4-is (270)

P4-ji0 (220)

Primer 5

P5-ai (850)

P5-b, (800)

P5-cs (700)

P5-ds (660)

P5-es (620)

P5-fs (540)

P5-g7 (510)

P5-hs (500)

P5-iy (490)

P5-j10 (470)

P5-kin (430)

P51, (390)

P5-mis (360)

P5-nis (310)

P5-015 (290)

Primer 6

Pé-a1 (800)

Pé-bs (660)

Pé-cs (630)

P6-ds (600)

Pé-es (530)

Pé-fe (500)

P6-g7 (470)

Pé-hs (460)

Pé-is (420)
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Figura 7: Gel de agarose demonstrando o perfil de repetibilidade dos fragmentos de DNA
obtidos, a partir de uma Unica amostra de DNA de camardo amplificada com os primers 1,

2,3,4,5e 6 em trés sucessivas reacoes de PCR.

Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4 Primer 5 Primer 6

2000, 1650

1000, 850

650
500
400

300

4.2.1. Relagoes de Diversidade e Distancia Genética Estabelecidas para 15

Plantéis de Reprodutores Analisados

Do total de 53 fragmentos considerados para os 15 plantéis
analisados, 52 deles apresentaram-se polimérficos para o conjunto total de 252
amostras analisadas (tabela 9). O grau de polimorfismo encontrado para cada
plantel variou de um minimo de 29 locos polimdrficos observados para o
plantel Ufsc F2 e um mdximo de 41 locos para o plantel Luso FO. O primer 4
apresentou o maior nUmero de fragmentos monomarficos observados para o
conjunto total de amostras analisadas. Por outro lado, o primer 3 foi o que se
apresentou mais polimdrfico, com o menor nUmero de bandas monomarficas

por plantel.
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Tabela 9: NUmero total de fragmentos polimdrficos identificados para o total de individuos

amostrado em cada plantel analisado.

Plantel Ne de individuos NUmero de locos polimérficos identificados Total

primer2 primer3 primer4 primer5 primeré primers 2,3,4,5,6

Aqua F1 (1) 20 07 09 06 1 04 37
Aqua Fl (2 20 04 09 03 14 03 33
Aqua F3 18 06 09 05 12 03 35
Aqua F4 20 05 09 04 13 05 36
Aquamaris FO 10 05 07 06 12 02 32
ComFO (1) 10 03 08 03 12 04 30
Com O (2) 10 05 09 05 12 03 34
Com FO (3) 10 04 08 06 1 05 34
Ufsc F2 10 01 10 03 10 05 29
Ufsc FO 10 03 09 03 10 05 30
Mar F7 20 05 09 06 10 07 37
Mar NHP 26 06 09 05 1 06 37
Emparm FO 08 06 09 02 1 04 32
Luso FO 30 05 10 06 14 06 41
Luso F2 30 06 09 05 13 06 39
Total 252 07 12 10 15 09 52

Os valores de diversidade genética de Nei (tabela 10) calculados
para os diferentes plantéis analisados variaram de 22,59% a 26,31% para os
plantéis Aqua F1 (2) e Agua F1 (1), respectivamente, demonstrando reduzida
variabilidade genética quando comparados com plantéis em fase de
domesticacdo mais avancada. Os coeficientes de similaridade genética de
Jaccard (tabela 11) também evidenciaram grande homogeneidade genética
intrapopulacional, revelando indices proximos a 70% para a maioria dos
plantéis analisados. O plantel que se apresentou geneticamente mais varidvel
foi o Com FO (3), apresentando o menor valor de similaridade genética
observado (65%). O plantel Aquamaris FO, por sua vez, evidenciou individuos
geneticamente mais homogéneos, com coeficiente de similaridade préximo a

75%.

74



Tabela 10: Valores de diversidade genética de Nei determinados para os diferentes plantéis analisados.

RESULTADOS

Diversidade Génica

fragmento

P2-an
P2-b2
P2-c3
P2-d4
P2-es
P2-fs

P2-g7

P3-an
P3-b2
P3-c3
P3-ds
P3-es
P3-fs

P3-g7
P3-hs
P3-is

P3-jio
P3-kn
P3-h2

P4-an
P4-b,
P4-c3
P4-ds
P4-es
P4-f;

P4-g;
P4-hs
P4-iy

P4-jio

Mar NHP

0,4763
0,3907
03153
0,3907
0
0,4547
02157

0,1820
0.3653
0,1820
0,2482
0.3653
0,2482
0.1118
0,1820
0
0,4009

Mar F7

0,3472

Luso FO

0
0,0974
0,2985
0,0655

0,1286
0,4649

0,4994
0,1889
0,4499
0,1889
0.3939
0,1889
0,4944
0,4832

0,4636

0,2985

0,3831
04777
0,4832

0,2985

02171

0,2985
0

Luso F2

0,2985
0,1889
0,4832
0,2733
0
0,0974
0,4329

0,4880
0,0655
0,2460
0,2997
0,4777
0,1889
0,4499
0,4325

0
0,4325

0

0

0,4832
0,3831

0,1591

0,3831

0,4944
0

Emparn FO Aqua F1(1)

0,4571
0,4747
0,4571
0,2321
0
0,2321
0,5000

0,3311
0,5000
0,4142
0,3311
0,4571
0,4571
0
0,5000
0,5000
0,5000

0,3311

o O O

0,4325
0,0974
0,4325
0,0974
0,3472
0,3832
0,4649

0,4954
0,4649
0,4416
0,4416
0,4832
0,4832
0,5000
0,3472
0,4944

0

0

0

0,4325
0,0494
0,3472

0,1439
0,3472

0,4832

Aqua F1(2)

0

0
0,3472
0,1889

0,4416
0,3492

0,3832
0,3492
0,2321
0,4954
0,4416
0,3832
0,4325
0,4416

0,3472

Aqua F3

0,3603
0,3412
0,4444
0,2552
0
0,1078
0,4694

0,1591
0,4142
0,4142
0,4694
0,3796
0,4880
0,2552
0,3603
0,3603

0

0

0

0,3603
0,2083

0,1078
0,4832

0,4694

Aqua F4

Aquamaris FO Com FO(1)

0,4325
0,0974
0
0,0974
0
0,4142
0,4944

0,4142
0,3492
0,3492
0,4944
0,4944
0,4649
0.0
0,4954
0

0

0

0
0,4325
0,0974
0,4325
0,4944

0,3492

0,4954

0,4325

0

0

0

0
0,2733
0,4649

0,4142
0,3492
0,4142
0,3492
0,4649
0,3492
0,4944
0,4649

o O O O

0,2733

Com FO(2) Com FO(3)

0,4325
0,0974
0
0
0,0974
0,2733
0,4649

0,4944
0,1889
0,2733
0,0974
0,4325
0,4325
0,4954

0,4325
0,4325

0,4142
0
0,4944
0
0
0,2733
0,4142

0,4649
0,1889
0,2733
0,3492
0,3492
0,4954
0,4954
0,4954

o O O O

0,4325
0,0974

0,1889
0,4944

0,4649
0,4325

Ufsc F2
0
0
0
0
0

0
0,4649

0,4325
0,2733
0,4954
0,4944
0,4649
0,4944
0,4325
0
04325
0,4325
0,4649

Ufsc FO
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continuacéo
fragmento  MarNHP MarF7 LusoF0O LusoF2 EmparnFO AquaF1(1) AquaF1(2) Aqua F3 AquaF4  Aquamaris FO Com FO(1) Com FO(2) Com FO(3) UfscF2  UfscFO
P5-ay 0 0,4746  0,3831 0,2985 0 0 0,4325 0,3603 0,4325 0,4325 0 0 0 0,4954  0,4944
P5-b> 0,3382 0,3832  0,3722 0,4142 0.,4747 0,3832 0,4944 0,4242 0.,4416 0,1889 0,4944 0,4142 0,2733 0.,4954  0,4954
P5-c3 0,4142 0,3832  0,0331 02997 0,4142 0,4142 0,2321 0.3796 0,4944 0.,4954 0,4649 0.4142 0.3492 0.4944  0,4954
P5-d4 0,4486 0.4649  0,4995 0,4325 0 0,5000 0,5000 0.3796 0,3492 0,4325 0,4944 0,4325 0,4954 04142 0,4142
P5-es 0,3095 0,3832  0,4944 0,4954 0 0,4832 0,4944 0,4444 0,4746 0,4325 0,4649 0,4649 0,4954 0,4954 0
P5-fs 0,1820 0.,4944  0,4649 0.3250 0,5000 0,4416 0,4416 0 0.3125 0,4954 0,4954 0.,4142 0.3492 0,4954  0,4142
P5-g7 0,4486 0,1439  0,1591 0.3722 0.2321 0,2321 0.3125 0,4880 0.4142 0 0,4325 0,4944 0,4649 0 0
P5-hsg 0 0,0494  0,2985 0,4994 0,5000 0 0,2321 0 0,2733 0,1889 0,2733 0,2733 0,0974 0 0,3492
P5-is 0,3382 0,1889  0,0655 0,4142 03311 0.,4416 0,2733 0.3696 0.4142 0.,4954 0,4944 0,4954 0.,4142 0,4142 0
P5-jio 0,3653 0.4142  0,3722 0.3722 0.3311 0,2733 0,2733 0,2083 0 0,1889 0,4649 0,0974 0,0974 0,1889  0,1889
P5-ki 0 0 0,2985 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P5-112 0,4992 0.4746  0,4832 0 0.4571 0 0,3472 0,4985 0,4325 0,4325 0,4325 0,4325 0 0,4954  0,4325
P5-mi;3 0,2157 0,2321 0,1889 0,2733 0.,4747 0,3125 0,3492 0,2083 0.,4416 0,4142 0,4649 0,1889 0,2733 0,3492  0,2733
P5-nia 0,4009 0,5000 0 0,4636 0,4571 0,3472 0,3472 0,4444 0,4746 0 0 0 0 0 0
P5-015 0 0.4325  0,3831 0.3831 0.4571 0,4832 0.3492 0.4142 0,3492 0,4325 0,2733 0,4344 0,4944 0 0,4325
Pé-a; 0 0.4746  0,3831 0,2985 0 0,4325 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pé-b> 0,4940 0,4142 0 0.3831 0 0 0 0 0,4325 0 0 0 0,4325 0 0,4649
Pé-c3 0,2482 0,2733  0,1591 02179 0 0,4325 0,4832 0,4832 0,4832 0 0,4142 0 0.3492 0.,4649  0,4649
Pé-ds 0,3153 0,4325 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4325 0
Pé-es 0,4009 0,4954  0,4954 0,4325 0.3311 0 0 0 0,4325 0 0,4944 0,4954 0,4954 0,4944 4325
Pé-fs 0 0.4746  0,2985 0 0,5000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pé-g7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pé-hg 0,2795 0,0974  0,3722 02179 0,5000 0,1439 0,3832 0,2083 0,3832 0,4325 0,3492 0,3492 0,1889 0.,4649  0,2733
Pé-is 0,3653 0,1889  0,3250 0,4499 0,1208 0,4142 0,3832 0,1591 0.4142 0,3492 0,2733 0,4954 0,4954 0,1889  0,2733
Média 0,2284 0,2573  0,2527  0,2604 0,2451 0,2631 0,2259 0,2335 0,2621 0,2323 0,2340 0,2413 0,2374 0,2336 0,2261
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Apesar dos resultados obtidos através da determinacdo dos
coeficientes de similaridade genética de Jaccard ndo terem coincidido com
os indices de diversidade genética de Nei calculados para as diferentes
amostras analisadas, diferencas significativas ndo foram observadas entre os
diversos valores obtidos, demonstrando que estes estoques apesar de estarem
em estdgios diferenciados de domesticacdo apresentam niveis de

variabilidade genética proximos.

Tabela 11: Coeficientes de similaridade genética de Jaccard (Sy) e

desvio padrdo determinados para os 15 plantéis de reprodutores

analisados.
Plantel S, Desvio Padrdo
Mar F7 0, 6917 + 0,0657
Mar NHP 0,6830 + 0,0615
Luso Fo 0.6960 + 0,0698
Luso F2 0,7198 + 0,0792
Emparn Fo 0.6996 + 0,0542
Aqua F; (1) 0,6996 + 0,0616
AquatF; (2) 0,7054 + 0,0584
Aqua F; 0,6992 + 0,0625
Aqua F4 0,6975 + 0,0649
Aquamairis Fo 0,7447 + 0,0764
Com Fo (1) 0,6883 + 0,0489
Com Fo (2) 0.7122 + 0,0747
Com Fo (3) 0,6461 + 0,0718
Ufsc F2 0,7335 + 0,0624
Ufsc Fo 0,7125 + 0,0502
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As freqUéncias génicas observadas para cada fragmento variaram
consideravelmente entre as diferentes amostras, apresentando diferencas
significativas (p<0,05) para maioria dos locos analisados (tabela 12). Um
fragmento de 380pb, denominado P3-kii, proveniente da amplificacdo de
DNA utilizando o oligonucleotideo P3, foi encontrado nos plantéis Aqua F4
(32,92%), Ufsc F2 (36,75%) e Ufsc FO (22,54%) e ausente nos demais estoques
analisados.

O fragmento P2-b2 também pareceu ser um loco pouco freqiente,
aparecendo nos estoques Mar NHP e Emparn FO em freqUéncias
correspondentes, respectivamente, a 26,82% e 38,76% e nos demais plantéis
analisados em freqUéncias que variam de 0 a 21,83%, estando ausente em seis
das 15 populacdes analisadas. Outros fragmentos também se apresentaram
raros e ausentes em alguns plantéis. Os plantéis Aqua F3 e Ufsc F2 foram
agueles que apresentaram o maior nUmero de fragmentos ausentes (quatro),
sendo seguidos pelos plantéis Aqua F1 (1), Com FO (1) e Com FO (3), os quais
apresentaram trés locos com freqUéncias iguais a zero.

O fragmento denominado pé-g7 apresentou uma freqUuéncia de
100% em todos os plantéis analisados se constituindo o Unico loco

monomorfico para o conjunto total de individuos amostrado.
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Tabela 12: Valores de freqiéncia génica de Nei e percentagem de locos polimérficos determinados para os diferentes plantéis analisados.

Freqiéncia Génica

fragmento Mar NHP MarF7 LusoF0 LusoF2 Emparn FO Aqua F1(1) Aqua F1 (2) Aqua F3 Aqua F4 Aquamaris FO Com FO(1) Com FO(2) ComFO(3) UfscF2  Ufsc FO
P2-ar* 0,6078 0,7764 1 08174 0,6464 0,6838 1 0,7643 1 0,6838 0,6838 0,6838 0,2929 1 1
P2-by* 0,2662 0 00513  0,1056 0,3876 0,0513 0 0,2183 0,1633 0,0513 0 0,0513 0 0 0
P2-c3* 0,80.39 1 08174  0,5918 0,6464 0,6838 0,7764 0,6667 0,6838 1 1 1 0,5528 1 1
P2-da* 0,2662 03292 0,0339  0,1633 0,1340 0,0513 0,1056 0,1502 0,0513 0,0513 0 0,0513 0 0 0,1056
P2-es* 1 0,7764 1 1 1 0,7764 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P2-fs* 0,3496 03675  0,0691 0,0513 0,1340 0,2584 0,3292 0,0572 0,3292 0,2929 0,1633 0,1633 0,1633 0 0,2254
P2-g7 0,1229 0,4084  0,3675  0,3169 0,5000 0,3675 0,2254 0,3764 0,4523 0,5528 0.3675 0.3675 0,2929 03675  0,3675
P3-a* 0,1013 0,1633 05170  0,422¢6 0,2094 0,4523 0,2284 0,0874 0,0780 0,2929 0,2929 0,5528 0,3675 0,6838  0,3675
P3-b2* 0,2404 06127 0,1056  0,0339% 0,5000 0,3675 0,2254 0,2929 0,2584 0,2254 0,2254 0,1056 0,1056 0,1633  0,6325
P3-c3 0,1013 0,1340 03417  0,1437 0,2929 0,3292 0,1340 0,2929 0,1633 0,2254 0,2929 0,1633 0,1633 0,4523 07746
P3-ds* 0,1451 0,1340 0,1056  0,1835 0,2094 0,3292 0,4523 0,3764 0,2584 0,5528 0,2254 0,0513 0,2254 0,5528  0,4472
P3-es5* 0,2404 00513 02697  0,3945 0,6464 0,4084 0,3292 0,2546 0,4523 0,4523 0,3675 0,6838 0,2254 0,3675  0,4472
P3-fs* 0,1454 0,1633 0,1056  0,1056 0,6464 0,4084 0,2584 0,4226 0,5528 0,3675 0,2254 0,6838 0,4523 0,5528  0,5477
P3-g7* 0,0595 0,1633 05528  0,3417 1 0,5000 0,6838 0,1502 0,4084 1 0,5528 0,4523 0,4523 0,6838  0,5477
P3-hg* 0,1013 03292 05918  0,6838 0,5000 0.7764 0,3292 0,7643 1 0,4523 0,3675 1 0,4523 1 1
P3-is* 1 1 1 1 0,5000 0,5528 1 0,7643 1 1 1 0,6838 1 0,6838 1
P3-jio* 0.7226 04523  0,6349  0,6838 0,5000 1 0,7764 1 0,2929 1 1 0,6838 1 0,6838  0,6838
P3-kn* 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3292 0 0 0 0 03675  0,2254
P3-h2* 1 1 08174 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P4-a* 0,7226 06127  0,7418 1 1 0,6838 1 0,7643 1 0,6838 1 1 0,6838 1 1
P4-by* 0,7226 0,5000  0,3945  0,5918 0,1340 0,0253 0,1633 0,1184 0,1938 0,0513 0,1633 0,2929 0,0513 0,1633  0,1633
P4-c3* 0.8039% 0.7764 0,5918 0.7418 1 0.7764 1 1 1 0.6838 1 1 1 1 1
P4-ds* 1 0,7764 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P4-es* 1 0.7764 08174 1 1 1 0.7764 1 0,7764 0,5528 1 0,6838 1 1 1
P4-f, 0,1451 0,1056  0,1244  0,0871 0,2094 0,0780 0,1056 0,0572 0,0513 0,2254 0,2929 0,2929 0,1056 0,5528  0,1633
P4-g7* 1 1 1 0,7418 1 0.7764 1 0.,5918 1 1 1 1 0,5528 1 1
P4-hg* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,5528 1 1 1
P4-is* 0,0801 1 08174  0,5528 1 0,4084 1 0,3764 0,6838 0,4523 0,3675 0,6838 0,3675 02254  0,4523

P4-jio * 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,6838 1 1
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continuacéo
Freqiéncia Génica
fragmento Mar NHP Mar Luso FO Luso F2 Emparn FO Aqua F1(1) Aqua F1(2) Aqua F3 AquaF4 Aquamaris FO Com FO(1) Com FO(2) Com FO(3) UfscF2  UfscFO
P5-a:* 1 1 0,7418 0.8174 1 1 0,6838 0,7643 0,6838 0,6838 1 1 1 0,4523 05528
P5-b 02155  0,2584 0,2472 0,2929 0,3876 0,2284 0,5528 0,2929 0,3292 0,1056 0,5528 0,2929 0,1633 04523 0,4523
P5-c3* 0,2929 0,2584 0,0168 0,1835 0,2929 0,2929 0,1340 0,2546 0,5528 0,4528 0.,3675 0,2929 0,2254 0,5528 0,4523
P5-ds* 0,6603 1 0,4836 0,6838 1 0,5000 0,5000 0,2546 0,2254 0,6838 0,5528 0,6838 0,4523 02929  0,2929
P5-e5* 0.1914  0,5528 0,5528 0,4523 1 0,4084 0,5528 0,0333 0,6127 0,6838 0,3675 0,3675 0,4523 0,4523 1
P5-f¢* 0,1013  0,1340 0,3675 0,2042 0,5000 0,3292 0,3292 1 0,1938 0,4523 0,4523 0,2929 0,2254 0.4523  0,2929
P5-g7* 0.6603  0,6127 0,0871 0,2472 0,1340 0,1340 0,1938 0,4226 0,2929 1 0,6838 0,5528 0,3675 1 1
P5-hg* 0 0,0513 0.8174 0,5170 0,5000 0 0,1340 0 0,1633 0,1056 0,1633 0,1633 0,0513 0 0,2254
P5-ig* 0.2155  0,2929 0,0339 0,2929 0,2094 0,3292 0,1633 0,2546 0.2929 0,4523 0,5528 0,4523 0,2929 0,2929 1
P5-jio 0.2404  0,3292 0,2472 0,2472 0,2094 0.1633 0,1633 0,1181 0 0,1056 0,3675 0,0513 0,0513 0,1056  0,1056
P5-kn* 1 1 0.8174 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P5-1:2* 05196  0,6838 0,5918 1 0,6464 1 0,7764 0,4730 0,6838 0,6838 0,6838 0,6838 1 0,4523  0,6838
P5-mi3 0,1229 0,5000 0,1056 0,1633 0.3876 0,1938 0,2254 0,1181 0,3292 0,2929 0,3675 0,1056 0,1633 02254  0,1633
P5-mig* 0,7226 1 1 0,6349 0,6464 07764 07764 0,6667 0,6127 1 1 1 1 1 1
P5-015* 1 1 0,7418 0.7418 0.6464 0,4084 0,2254 0,2929 0,2254 0,6838 0,1633 0,5528 0,5528 1 0,6838
Pé-ar* 1 1 0,7418 0.8174 1 0.6838 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P6-b2* 0,4453  0,3675 1 0,7418 1 1 1 1 0,6838 1 1 1 0,6838 1 0,3675
Pé-c3* 0,1451 0,1340 0,0871 0.1244 0 0,6838 0,4084 0,5918 0,4084 1 0,2929 0 0,2254 03675 03675
P6-ds* 0.8039 0,6838 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,6838 1
P6-es5* 0.7226  0,6127 0,4523 0,6838 0,2094 1 1 1 0,6838 1 0,5528 0,4523 0,4523 0,5528  0,6838
P6-fe* 1 0,4523 08174 1 0,5000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P6-g7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pé6-hg* 0,1679 0,1056 0,2472 0,1244 0,5000 0,0780 0,2584 0,1181 0,2584 0,6838 0,2254 0,2254 0,1056 03675 0,1633
P6-is 0.2404  0,2929 0,2042 0.3417 0,0646 0.2929 0,2584 0,0871 0.2929 0,2254 0,1633 0,4523 0,4523 0,1056  0,1633
% de locos
polimérficos 69,81 69,81 77,36 73,58 60,38 69,81 62,26 66,04 67,92 60,38 56,60 64,15 64,15 54,72 56,60

* diferencas significativas, com p<0,05
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Os valores de distGncia e identidade genética de Nei (tabela 13),
calculados para as amostras analisadas, demostraram uma  relativa
proximidade genética entre os diferentes estoques reprodutores. Estes valores
variaram, respectivamente, de 0,0302 a 0,1514 e 0,8595 a 0,9702. Os plantéis
Luso FO e Luso F2, os quais possuem origens a partir de animais provenientes do
centro de cultivo Eduardo Lemos e Secom, respectivamente, foram os que
apresentaram o menor valor de disténcia genética. Por outro lado, os plantéis
Emparn FO e Mar NHP foram os que se apresentaram geneticamente mais
diferenciados.

Através dos valores de identidade e distncia genética, pdde-se
construir o dendrograma de similaridade genética (figura 8) e estabelecer as
principais relacdes de divergéncia. O dendrograma mostrou que o plantel
Emparn FO apresentou-se geneticamente mais distante dos demais, o que
pode ser justificado através de sua origem, a qual provém de animais
pertencentes ao centro de cultivo Tecnardo, cujos representantes ndo estdo
presentes em nenhum dos outros plantéis analisados. Os plantéis pertencentes
a Compar ndo se apresentaram agrupados entre si, reforcando a informacdo
de que estes plantéis foram compostos por animais provenientes de viveiros de
engorda, os quais eram abastecidos por pds-larvas obtidas de diferentes
laboratdrios de larvicultura, incluindo a Aquatec, a qual possui os estoques que
apresentaram maior similaridade genética com os pertencentes a Compar. O
plantel Com F1 (3) apresentou-se agrupado ao plantel Aqua F1 (1), enquanto
que o plantel Aqua F1 (2) apresentou uma relacdo mais estreita com o plantel

Com F1 (1), e o plantel Aqua F4 com o plantel Com F1 (2).
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Tabela 13: Valores de identidade (acima da diagonal) e disténcia (abaixo da diagonal) genética de Nei calculados para os diferentes plantéis analisados.

Valores de Identidade e Diversidade Genética de Nei

Aqua F1 (1)
Aqua F1 (2)
Aqua F3
Aqua F4
Aquamaris FO
Com FO (1)
Com FO (2)
Com FO (3)
Ufsc F2
Ufsc FO
Emparn FO
Mar F7

Mar NHP
Luso F2

Luso FO

Aqua F1 (1)
ok
0,0428
0,0343
0,0591
0,0652
0,0428
0,0579
0,0335
0,0890
0,0882
0,1021
01178
0,0967
0,0800

0,0501

Aqua F1 (2)
0,9581
0,0547
0,0389
0,0635
0,0330
0,0623
0,0580
0,0969
0,0820
0,0752
0,0915
0,0973
0,0533

0,0472

Aqua F3
0,9663
0,9468
0,0602
0,0822
0,0455
0,0804
0,0564
0,0823
0,0886
01273
0,1407
0,936
0,984

0,735

Aqua F4
0,9426
0,9618
0,9415
0,0925
0,0589
0,0506
0,0684
0,0770
0,0485
0,0850
0,1060
0,1044
0,0780

0,0549

Aquamaris FO
0,9369
0,9385
0.,9211
0,2117

—
0,0506
0,0871
0,0826
0,0654
0,0678
0,1206
0,1252
0.,1168
0,1120

0,1063

Com FO (1)
0,9581
0,9676
0,9555
0,9428
0,9507

-
0,0372
0,0332
0,0592
0,0538
0,0818
0,0904
0,0660
0,0671

0,0504

Com FO
0,9437
0,93%96
0,9228
0,9507
0.9166
0,9635
-

0,0477
0,0572
0,0627
0,0666
0,0961

00924
0,0623

0,0475

Com FO (3)
0,9670
0,9436
0,9452
0,9339
0,9207
0.9674
0,9535
0,0951
0,0835
0,0986
0,0918
0,0598
0,0738

0,0386

Ufsc F2
0,9148
0,9077
0,9210
0,9259
0,9367
0,9425
0,9444
0,9093
0,0420
0,1254
0,1440
0.,1149
0,1025

0,0975

Ufsc FO
09156
0,9213
0,9152
0,9527
0,9344
0,9476
0,9392
0,92199
0,9589
0,1235
0,1083
0,1090
01111

0,0789

Emparn FO
0,9029
0,9276
0,8805
0,9185
0,8864
0.9214
0,9356
0,9061
0,8822
0,8839

—
0,1038
0,1514
0,0708

0,0830

Mar F7
0,8889
0,9126
0,8687
0,8994
0,8824
0,9136
0,9083
0,9123
0,8659
0,8973
0,9014
n—
0,0555
0,0891

0,0757

Mar NHP
0,9078
0,9073
0,9107
0,9009
0,8898
0,9362
0.9117
0,9419
0,8914
0,8967
0,8595
0.9460

p——
0,0993

0,0528

Luso F2
0,9231
0,9481
0,9063
0,9250
0,8941
0,9351
0,9396
0,9289
0,9026
0,8949
0,9316
0,9148
0,9055

sokokok

0,0302

Luso FO
0.,9511
0,9539
0,9292
0,9466
0,8991
0,9509
0,9536
0,9622
0,9071
0,9241
0,9204
0,9271
0,9485

0,9702

sokokok
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Aqua F1 (1)

Com F1 (3)

Aqua F1 (2)

Com F1 (1)

Aqua F3

Aqua F4

ComF1 (2)

Luso F2

Luso FO

Aquamaris FO

Ufsc FO

Ufsc F2

Emparn FO

Mar F7

Mar NHP

Figura 8: Dendrograma baseado no método de agrupamento UPGMA, construido

com base nos valores de disténcia e identidade genética de Nei obtidos para os

diferentes plantéis analisados.
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4.2.2. Verificagdo de Perda de Variabilidade Genética ao Longo de Cinco

Geragoes Endocruzadas Produzidas em Cativeiro

Para verificacdo de reducdo dos niveis de variacdo genética na
linhagem endocruzada foram analisados um total de 100 individuos
pertencentes as geracdes F5, F6, F7, F8, e F?. De um total de 64 fragmentos
identificados, através da utilizacdo dos primers 1, 2, 3, 4, 5 e 6 em reacdes de
PCR, 87.50% apresentaram-se polimorficos para o conjunto de amostras
analisado (tabelal4). A geracdo F9 foi a que apresentou o menor nUmero de
locos polimérficos, enquanto a geracdo F5 apresentou o maior nUmero. Os
primers 1 e 3, foram os que apresentaram, respectivamente, 0 menor e maior
grau de polimorfismo entre as diversas amostras analisadas. Do total de
bandas consideradas para o primer 1, aproximadamente, 51% delas
apresentaram-se polimérficas. O primer 4 também apresentou um baixo nivel
de polimorfismo. J& o primer 3, demonstrou-se altamente polimdrfico, com 87%,
do total de bandas analisadas, consideradas polimdrficas para as cinco

geracoes avaliadas.

Tabela 14: Total de locos analisados, nUmero e percentagem de locos polimérficos por primer

em cada gerac¢do analisada.

Primer Ne total de locos % de locos polimérficos Ne total de locos polimérficos por geragdo
Geragoes
F5 Fé F7 F8 F9
1 11 51 06 06 06 05 05
2 07 69 06 05 05 05 03
3 12 87 10 11 09 11 11
4 10 52 05 05 06 06 04
5 15 75 14 13 10 10 09
6 09 58 08 06 07 07 03
Total 64 87,50 49 46 43 44 35
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Os coeficientes de similaridade de Jacccard calculados para os
plantéis estudados revelaram um sensivel aumento nos niveis de similaridade
genética ao longo das cinco geracdes analisadas (tabela 15), evidenciando

diferencas altamente significativas (p<0,05) quando se comparou os valores

RESULTADOS

obtidos para as geracoes F5 e F?, através do teste de Mann Whitney.

Tabela 15: Coeficientes de similaridade genética de Jaccard determinados

para os plantéis em F5, F6, F7, F8 e F9.

Coeficiente de Similaridade de Jaccard

Primer F5
1 0.711
2 0.662
3 0.457
4 0.834
5 0.529
6 0.598

TOTAL 0.621

Fé

0.751

0.673

0.468

0.877

0.597

0.639

0.662

F7

0.749

0.721

0.545

0.860

0.695

0.640

0.701

F8

0.831

0.796

0.656

0.885

0.676

0.749

0.749

F9

0.842

0.739

0.674

0.912

0.763

0.874

0.795

Os valores de diversidade genética também sugeriram haver uma
maior homogeneidade genética entre os individuos pertencentes as geracoes

mais avangadas. A heterozigosidade média diminuiu de 0,2673 na geragcdo F5

para 0,2158 na geracdo F9 (tabela 16).



Tabela 16: Valores de diversidade genética de Nei calculados para as cinco geracdes endocruzadas.

RESULTADOS

Fragmentos Diversidade Genética de Nei
locos pb F5 Fé6 F7 F8 F9
Pl-a; 700 0,1889 0,2321 0,3492 0,2733 0.4142
P1-b, 670 0.4416 0,3125 0,3492 0,4832 0.4944
Pl-c; 650 0 0 0 0 0
P1-d, 560 0 0 0 0 0
Pl-es 530 0 0 0 0 0
P1-fs 500 0.3125 0,1439 0,4832 0 0,5000
P1-g; 430 0,3832 0,3125 0,0974 0,4746 0,4944
P1-hg 410 0,3492 0,3125 0,1439 0.2733 0,3472
P1-iy 400 0,4944 0,3472 0,4325 0,3472 0
P1-ji0 360 0 0 0 0 0
P1-ky, 300 0 0 0 0 0
P2-a, 710 0,3472 0,3472 0,3472 0.3472 0
P2-b, 700 0,1439 0,3832 0 0,0494 0
P2-c; 660 0.3472 0 0 0 0
P2-d, 640 0,3832 0,1889 0,4416 0,2321 0,2733
P2-e5 550 0 0 0,3472 0 0
P2-f, 530 0.3832 0,4142 0,4649 0.4142 0,4954
P2-g; 500 0,4954 0,4832 0,4832 0,3472 0.3492
P3-a, 900 0.3832 0,4142 0,2733 0.2321 0.3932
P3-b, 850 0,1439 0,2733 0,4746 0,0974 0,4142
P3-c; 700 0.,4142 0,3492 0,2321 0.4416 0,3125
P3-d, 660 0.2321 0,2733 0,2321 0.494 0.4416
P3-es5 650 0.3125 0,0974 0,0974 0,4944 0.4142
P3-fs 640 0,3832 0,1889 0,2733 0,4142 0,4944
P3-g; 510 0,4954 0,3832 0,2733 0,3832 0,4325
P3-hg 500 0,3832 0,5000 0,4416 0 0.4944
P3-iy 450 0 0 0 0.3472 0.4325
P3-j10 410 0,3492 0,4832 0,4954 0,4325 0,3472
P3-ki1 380 0,3492 0,2733 0 0.,4746 0,4325
P3-1;; 340 0 0,3472 0 0,3472 0
P4-a, 900 0,4954 0,4325 0,4746 0,3472 0.4746
P4-b, 840 0,1439 0,5000 0, 5000 0 0
P4-c; 600 0,4832 0,3472 0,3472 0,4325 0,3472
P4-d, 520 0 0 0,3472 0.3472 0.3472
P4-es 430 0 0 0,3472 0.3472 0
P4-fg 400 0,0494 0,2321 0,1889 0,2321 0,1439
P4-g; 350 0 0,3472 0 0,4325 0
P4-hg 290 0 0 0 0 0
P4-iy 270 0.3472 0 0 0 0
P4-j;0 220 0 0 0 0 0
P5-a; 850 0,4746 0,5000 0 0 0
P5-b, 800 0,3832 0,4142 0,3832 0.4416 0,1439
P5-c; 700 0,3832 0,4142 0,3832 0,2733 0
P5-d, 660 0,4649 0,4944 0 0,5000 0,4954
P5-e5 620 0,3832 0,4944 0,4944 0 0
P5-fg 540 0,4944 0,1439 0,2321 0,3125 0,2321
P5-g; 510 0,1439 0,4736 0,4746 0,3472 0.4649
P5-hg 500 0,0494 0,2321 0,0974 0,4649 0,4954
P5-ig 490 0,1889 0,4954 0,4142 0,4954 0
P5-j10 470 0,4142 0,4832 0,4416 0,4954 0,1889
P5-k,, 430 0 0 0 0 0
P5-1;, 390 0.,4746 0,3472 0,4325 0,4832 0.4325
P5-my; 360 0,2321 0,3492 0,5000 0,4142 0,4142
P5-ny4 310 0,5000 0,4832 0 0 0,3472
P5-035 290 0,4325 0 0 0 0
P6-a, 800 0,4746 0 0 0 0
P6-b, 660 0,4142 0,4746 0,4649 0,4325 0
P6-c; 630 0,2733 0,3492 0,2321 0,4832 0,5000
P6-d, 600 0,4325 0 0,4325 0 0
P6-e5 530 0,4954 0,2321 0,4746 0,3472 0
P6-fs 500 0,4746 0,4649 0,4954 0,4325 0
P6-g; 470 0 0 0 0,3472 0
P6-hg 460 0,0974 0,4142 0,1889 0,3832 0,3832
P6-iy 420 0,1889 0,3832 0,4142 0.,4416 0.4325
Média 0,2673 0,2588 0,2421 0,2530 0,2158
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A andlise das freqUéncias génicas demonstrou haver diferencas
significativas (p<0,05) para a maioria dos fragmentos analisados determinadas
através do teste de homogeneidade que se baseia na andlise de qui-
quadrado (tabela 17). Uma tendéncia geral a oscilacdes nas frequéncias
génicas foi observada para a maioria dos locos polimdrficos. Entretanto, muitos
locos apresentaram uma diminuicGo ou aumento progressivos Nnas suas
freqUéncias, conforme aumento no niUmero de geragoes.

Os fragmentos P2-ai, P2-cs, P3-jio, P4-is, P5-es, P5-015, Pé-is € Pé-an
demonstraram um aumento crescente ao longo das cinco geracoes
analisadas, tendendo para uma maior homogeneizacdo entre os individuos
pertencentes as geracdes mais avancadas. Os locos P3-is e P4-ds, tiveram suas
freqUéncias sensivelmente diminuidas, sendo que o fragmento P4-b2, presente
em aproximadamente 80% e 50% dos individuos das geracdes F5 e, F6 e F7,
respectivamente, passou a ndo mais existir nas geracoes F8 e F9.

Alguns locos tiveram suas freqUéncias drasticamente reduzidas na
geracdo F9, estando presentes em menos de 8% dos individuos
pertencentes a este plantel. Dois fragmentos, denominados P2-b2 e P3-ki,
que ndo aparecem na geracdo F7, retfornaram, no entanto, a aparecer na
geracdo F8 e nas geracdes F8 e F9, respectivamente, podendo refletir um
possivel erro amostral. A geracdo F5 foi a que apresentou a maior
percentagem de locos polimorficos (~77%), enquanto a geracdo F9
apresentou o menor grau de polimorfismo observado enfre as cinco

geracoes analisadas (~55%)
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Tabela 17: Valores de freqUéncia génica, percentagem de locos poliméficos e teste de homogeneidade

baseado na determinacdo do qui-quadrado (X2) e na probabilidade (p) de erro, com *p < 0,05.

Fragmentos Freqiiéncia Génica (f) Teste de homogeneidadade
locos pb F5 Fé F7 F8 F9 X2 P GL
P1-a 700 0,1056 0,1340 0,2254 0,1633 0,2929 03,014 0,5554 4
P1-b2 670 0,3292 0,1938 0,2254 0,4084 0,5528 07.517 0,1109 4
P1-c3 650 1 1 1 1 1 0 1 4
P1-d4 560 1 1 1 1 1 0 1 4
Pl1-es 530 1 1 1 1 1 0 1 4
P1-fs 500 0,1938 0,7800 0,4084 1 0,5000 41,459 0* 4
P1-g7 430 0,2584 0,1938 0,5130 0,6127 0,5528 20,761 0,00035* 4
P1-hs 410 0,2254 0,1938 0,7800 0,1633 0.7764 30,366 0,000004* 4
P1-is 400 0,5528 0,7764 0,6838 0,7764 1 11,647 0,0201* 4
P1-jio 360 1 1 1 1 1 0 1 4
P1-kn 300 1 1 1 1 1 0 1 4
P2-a3 710 07764 0.7764 0.7764 0.7764 1 5,446 0,2445 4
P2-b, 700 0,7800 0,2584 0 0,0253 0 14,101 0,0070* 4
P2-c3 660 0.7764 1 1 1 1 18,726 0,0009* 4
P2-ds4 640 0,2584 0,1056 0,3292 0,1340 0,1633 4,368 0,358 4
P2-es5 550 1 1 0,7764 1 1 8,726 0,0009* 4
P2-f; 530 0,2584 0,2929 03675 0,2929 0,4523 02,180 0,7026 4
P2-g7 500 0,4523 0,4084 0,4084 07764 0,2254 12,937 0,0116* 4
P3-a1 900 0,2584 0,2929 0,1633 0,1340 0,2584 02,188 0,7011 4
P3-b2 850 0,7800 0,1633 06127 0,0513 0,2929 22,984 0,0001* 4
P3-c3 700 0,2929 0,2254 0,1340 0,3292 0,1938 2,694 0,610 4
P3-ds 660 0,1340 0,1633 0,1340 0,0253 0,3292 7,260 0,123 4
P3-es5 650 0,1938 0,5130 0,5130 0,5528 0,2929 19,666 0,0006* 4
P3-fs 640 0,2584 0,1056 0,1633 0,2929 0,5528 11,942 0,0178* 4
P3-g7 510 0,4523 0,2584 0,1633 0,2584 0,6838 14,926 0,0049* 4
P3-hs 500 0,2584 0,5000 0.3292 1 0,5528 26,998 0* 4
P3-is 450 1 1 1 0,7764 0,6838 19,046 0,0008* 4
P3-jio 410 0,2254 0,4084 0,4523 0,6838 0.7764 15,670 0,0035* 4
P3-kn 380 0,2254 0,1633 0 06127 0,6838 31,546 0,000002* 4
P3-h2 340 1 0,7764 1 0,7764 1 14,734 0,00528* 4
P4-a; 900 0,4523 0,6838 0,6127 0.7764 0,6127 04,833 0,3049 4
P4-b, 840 0,7800 0,5000 0,5000 0 0 32,362 0,000002* 4
P4-c3 600 0,4084 0,7764 0,7764 0,6838 0,7764 9.403 0,0518 4
P4-d4 520 1 1 0,7764 0,7764 0,7764 10,330 0,0352* 4
P4-es5 430 1 1 0.7764 0.7764 1 14,734 0,0053* 4
P4-f, 400 0,2530 0,1340 0,1056 0,1340 0,0780 01,922 0,750 4
P4-g; 350 1 0,7764 1 0,6838 1 19,046 0,00081* 4
P4-hg 290 1 1 1 1 1 0 1 4
'P4-is 270 07764 1 1 1 1 18,726 0,0009* 4
P4-jio 220 1 1 1 1 1 0 1 4
P5-a1 850 0,6127 0,5000 1 1 1 33,232 0* 4
P5-b2 800 0,2584 0,2929 0,2584 0,3292 0,0780 4,084 0,395 4
P5-c3 700 0,2584 0,2929 0,2584 0,1633 1 39,135 0* 4
P5-d4 660 0,3675 0,5528 1 0,5000 0,4523 20,032 0,0005* 4
P5-es5 620 0,2584 0,5528 0,5528 1 1 37,672 0* 4
P5-fs 540 0,5528 0,7800 0,1340 0,1938 0,1340 17,146 0,002* 4
P5-g7 510 0,7800 0,6127 0,6127 0.7764 0,3675 23,757 0,00009* 4
P5-hs 500 0,2530 0,1314 0.,5130 0.3675 0,4523 18,153 0,0011* 4
P5-iy 490 0,1056 0,4523 0,2929 0,4523 1 35,843 0* 4
P5-jio 470 0,2929 0,4084 0,3292 0,4523 0,1056 06,651 0,1555 4
P5-k11 430 1 1 1 1 1 0 1 4
P5-l12 390 0,6127 0.7764 0,6838 0,4084 0,6838 6,593 0,159 4

P5-m3 360 0,1340 0,2254 0,5000 0,2929 0,2929 7,069 0,132 4
P5-nia 310 0,5000 0,4084 1 1 0.7764 31,368 0,000003* 4
P5-015 290 0,6838 1 1 1 1 27,006 0,00002* 4
Pé-a; 800 0,6127 1 1 1 1 33,585 0,000001* 4
Pé-b2 660 0,2929 0,6127 0,3675 0,6838 1 26,084 0,00003* 4
Pé-c3 630 0,1633 0,2254 0,1340 0,4084 0,5000 10,044 0,0397* 4
Pé-ds 600 0.6838 1 0,6838 1 1 21,721 0,0002* 4
Pé-es 530 0,4523 0,1340 0,6127 0,7764 1 35,7032 0* 4
Pé-fs 500 0,6127 0,3675 0,4523 0,6838 1 20,471 0,0004* 4
Pé-g7 470 1 1 1 07764 1 18,726 0,0009* 4
Pé-hs 460 0.,5130 0,2929 0,1056 0,2584 0,2584 5,931 0,2043 4
Pé-is 420 0,1056 0,2584 0,2929 0,3292 0,6838 16,360 0,0026* 4
Percentagem de
locos polimérficos 76,56 71,88 67,19 68,75 54,69
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Os resultados obtidos com base na andlise de divergéncia genética
realizada para as amostras analisadas demonstraram niveis de disténcia e
identidade genéticas diferenciados entre as linhagens (tabela 18). As
geracoes F5 e F6 e as F6 e F7 foram as que apresentaram os maiores valores
de identidade genética. As geracdes F5 e F9, por sua vez, evidenciaram os
maiores niveis de distGncia genética.

O dendrograma obtido demonstrou que a medida que a geracdo
avanca, esta vai modificando sua estrutura genética e se distanciando cada

vez mais das populacdes iniciais (figura 9).

Tabela 18: Valores de identidade (acima da diagonal) e distGncia (abaixo da

diagonal) genética de Nei estabelecidos para as diferentes geracdes analisadas.

Distancia e Identidade Genética de Nei

geragoes F5 F6 F7 F8 F9

F5 Ak kk 0,9568 0,9416 0,8938 0,8706
F6 0,0442 Fokkkk 0,9623 0,9192 0,8907
F7 0,0601 0,0384 Hokkkk 0,9218 0,8855
F8 0,1123 0,0843 0,0814 Hokkkk 0,9263
F9 0,1386 0,1158 0,1216 0,0766 Hokkkk

F5

Fé

F7

F8

F9

Figura 9: Dendrograma baseado no método de agrupamento UPGMA,
construido com base nos valores de dist@ncia genética de Nei obtidos para as

geracdes F5, F6, F7, F8 e F9.
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A andlise de regressdo ndo-linear, relacionando os valores de
similaridade genética de Jaccard, obtidos para as cinco linhagens
endocruzadas, com as suas respecitivas geracdes, demonstrou que conforme
0 nUmero de geracdes avanca o nivel de similaridade genética média
observada entre os individuos, considerando o conjunto total de locos
analisados, tende a aumentar e atingir valores préoximos a um. Segundo 0s
valores obtidos, caso esta tendéncia seja mantida, os niveis de variacdo
genética desse plantel poderdo assumir valores proximos a zero, antes mesmo

deste atingir a 199 geracdo (Figura 10).

0.8 -

0,6 -

Similaridade Média

0.4 -

02 +—r——F—"F—"—"—"T—"——— T —
415161718 19 20

12345 6 7 8 92101112131
Geracoes

Figura 10: Grdfico de regressdo ndo-linear determinado a partir dos valores de
similaridade genética de Jaccard versus o nUmero de geracdes de cada

linhagem analisada.

De acordo com os valores de vari@ncia e coeficiente de variacdo,
considerando os coeficientes de similaridade média de Jaccard determinados
para cada primer separadamente (tabela 19), a diminuicdo na amplitude de

variacdo entre estes valores encontra-se intfimamente relacionada com o
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aumento do nUmero de geracdes. A andlise de regressdo realizada a partir
desses dados também evidenciou uma tendéncia geral ao aumento da
homogeneidade genética entre individuos pertencentes as geracdes mais
avancadas. A resposta de cada primer analisado individualmente torna-se

mais homogénea d medida que a geracdo aumenta (figura 11).

Tabela 19: Valores de vari@ncia, desvio padrdo médio e coeficiente de variacdo para os
coeficientes de similaridade genética de Jaccard obtidos para os primers 1, 2, 3, 4 e 5

analisados separadamente.

Valores considerando cada primer separadamente

Geragao Varidncia Desvio Padrdo Coeficiente de variagdo
F5 0,0181 0,1345 21,28
Fé 0,0193 0,1388 20,80
F7 0,0112 0,1056 15,05
F8 0,0080 0,0893 11,67
F9 0,0082 0,0903 11,28

Similaridade de Jaccard

OIO T T T T T T T T T T T T T T
8 910111213141

51617181920

o
N
w
N
(@3]
o~
~

Geracoes

Figura 11: Grdfico de regressdo determinado a partir dos valores de similaridade genética
obtidos para os primers P1, P2, P3, P4, P5 e P6 versus o nUmero de geracdes de cada

linhagem analisada. 91
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5. DISCUSSAO

Estimativas de relacdes genéticas entre linhagens, populacdes ou
cruzantes, através da determinacdo de populacdes geneticamente Unicas e
da quantificacdo da magnitude das diferencas genéticas entre um conjunto
de populacdes consideradas, parece ser uma estratégia interessante para o
desenvolvimento de programas de manejo (Barker, 1994). O estudo da
diversidade genética pode auxiliar na identificacdo de estoques
geneticamente diferenciados, verificando a ocorréncia de populacdes
selecionadas e adaptadas a diferentes condicdes ambientais (Fuchs et al.,
1998). Niveis de heterozigosidade distintos entre populacdes podem refletir
suas respectivas historias de bottleneck (Barker, 1994), podendo os baixos niveis
de variacdo genética estar relacionados com a propagacdo repetida e a
manutencdo, por um longo periodo de tempo, de um limitado nUmero de
individuos amostrado de populacdes selvagens, indicando, ainda, a
ocorréncia de um possivel aumento nas taxas de endocruzamento em
estoques cativos (Barman et al., 2003).

No presente trabalho, os dados obtidos para plantéis em geracdes
iniciais (FO e F1) evidenciaram individuos geneticamente muito homogéneos,
sugerindo haver uma suposta reducdo inicial na variabilidade genética nesses
plantéis. Estes resultados sugerem que um forte efeito fundador ou de deriva
genética estaria promovendo um estrangulamento inicial, com perdas efetivas
de variacdo genética. Além disso, uma pequena amplitude de variacdo foi

observada entre os niveis de diversidade e similaridade genética
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determinados para plantéis em fases de domesticacdo diferenciadas. Os
plantéis Mar F7 e Mar NHP, formados a partir de uma base genética mais
ampla, incluindo animais selvagens de diferentes origens, embora em sétima
geracdo, apresentaram niveis de variacdo genética equivalentes a plantéis
em geracoes mais iniciais. Da mesma forma, o plantel Aqua F4, originado a
partr de frés diferentes procedéncias, apresentfou uma menor
homogeneidade genética em relacdo a outros plantéis em fase de
domesticacdo menos avancada. Apesar do efeito de deriva parecer ser o
principal causador dos baixos niveis de variacdo observados nestas
populacdes, provaveis efeitos de endocruzamentos, no entanto, ndo devem
ser descartados.

O ftipo de manejo atualmente realizado pelos laboratdrios de
larvicultura para abertura e manutencdo dos estoques reprodutores de L.
vannamei no Brasil contribui para o aumento na taxa de endocruzamentos
dos plantéis, com conseqlente reducdo dos niveis de diversidade genética
dessas populacoes. O reduzido nUmero de reprodutores, a utilizacdo de
animais nascidos em cativeiro e o método de selecdo baseado
exclusivamente na observacdo fenotipica dos individuos propiciam o aumento
da similaridade genética das populacdes cativas.

Para populagdes naturais, a reducdo da diversidade genética pode
ser primeiramente expressa em termos de perda de cruzantes e/ou
variedades. Enquanto a perda de variacdo dentro de populacdoes é
continuamente atenuada através da intfroducdo de novas variagcoes

decorrentes de mutacdo, a variacdo genética presente como diferencas
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enfre linhagens ou populacdes ndo pode ser regenerada. Em populacoes
cafivas, esta perda decorre principalmente dos processos de deriva e
endocruzamento. Cada linhagem ou grupo de reprodutor € o produto de
processos aleatérios de deriva genética, bem como de adaptacdo,
determinados por diferentes pressdes de selecdo impostas pelo clima,
existéncia de parasitas endémicos e doencas, aspectos relacionados a
nutricdo e outros critérios estabelecidos pelo homem. Cada populacdo possui
uma combinacdo Unica de genes que pode divergir sua estrutura genética
em relacdo a outras populacdes, as quais encontram-se reprodutivamente
isoladas (Franklin, 1981; Hill e Keightley, 1988; Barker, 1994).

A andlise do dendograma de similaridade genética, determinado
para os 15 plantéis analisados, com base nos resultados de distancia e
identidade genética obtidos, demonstrou que, de uma maneira geral, hd uma
tendéncia maior para estoques que possuem origens em comum agruparem-
se enfre si. Entretanto, excecdes foram observadas, principalmente, para
plantéis formados a partir de pds-larvas provenientes de viveiros de engorda,
as quais, em geral, provém de diferentes centros de cultivo. Apesar dos
plantéis terem apresentado altos niveis de identidade genética, as relacdes
genéticas estabelecidas entre eles poderdo auxiliar na fundacdo de novos
estoques reprodutores. A utilizacdo de animais geneticamente menos
relacionados e um maior nUmero de individuos utilizados como reprodutores
poderd promover um ligeiro aumento nos niveis de variacdo genética dos
novos plantéis fundados, atenuando possiveis efeitos negativos decorrentes de

deriva e/ou aumento na taxa de endocruzamentos.
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Muitos estudos tém sido conduzidos para avaliar os provaveis efeitos
que tais fendmenos podem ocasionar em uma populacdo. Em peixes do género
Poeciliopsis, estoques geneticamente mais homozigotos apresentaram um
decréscimo nas taxas de fertiidade e crescimento e um aumento na taxa de
mortalidade em relacdo a estoques mais heterozigotos (Vrijenhoek, 1989).
Populacdes de guepardos da Africa do Sul demonstraram grande dificuldade
de cruzamento em cativeiro, apresentando altas taxas de anormalidades de
espermatozdides e de mortalidade em individuos juvenis, decorrentes do
reduzido nivel de variabilidade genética, provavelmente, ocasionado por um
dréstico efeito de deriva ocorrido em um passado recente (O'Brien et al., 1985).
Relacdes entre niveis de diversidade genética versus performance reprodutiva
também foram relatadas para peixes da espécie Brycon lundii pertencentes a
diferentes populagcdes do rio SGo Francisco, as quais apresentaram-se
geneticamente diferenciadas (Wasko e Galetti, 2002).

Uma das grandes contribuicdes dos estudos genéticos de espécies
aqudticas economicamente exploradas tem sido a identificacdo de grupos
de individuos ou unidades cruzantes, também conhecidos como estoques
(Thorpe et al., 2000). Esta abordagem tem merecido especial relevancia entre
a comunidade cientifica, uma vez que, a existéncia de populacdes
diferenciadas necessita de estratégias de manejo distintas, seja para sua
conservacdo ou para sua utilizacdo em prdticas na aqguUicultura. Esforcos tém
sido empenhados para determinacdo de estruturacdo em populacdes de
diferentes espécies de peixes (Hatanaka e Galetti, 2003) e camardes (Lester e

Pante, 1992; Benzie 2000).
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A existéncia de diferenciacdo entre populacdes pode ser avaliada
através da constatacdo de mudancas significativas nas freqUéncias génicas,
as quais podem divergir linhagens para diferentes caracteristicas de
performance. Em ostras, entretanto, estudos realizados em uma linhagem de
Saccostrea glomerata, selecionada para aumento de peso total através do
método de selecdo massal, demostraram alto grau de variabilidade genética
em estoques na segunda e terceira geracdes, ndo evidenciando, no entanto,
diferencas significativas nas freqUéncias alélicas destes estoques quando
comparados enfre si e com um grupo controle na primeira geracdo (English et
al., 2001). Em carpas, andlises de RAPD foram realizadas com o objetivo de
detectar a base molecular da heterose em frés variedades. Os valores de
similaridade e distGncia genética demonstraram niveis diferenciados entre as
populacdes analisadas, sugerindo haver uma maior heterose entre
populacdes geneticamente mais distantes (Dong e Zhou, 1998). Por outro lado,
marcadores de RAPD e microssatélite evidenciaram auséncia de diversidade
entre a estrutura genética de dois estoques reprodutores cultivados na
Hungria, os quais apresentaram valores de freqUéncia alélica e
heterozigosidade muito similares (Bdrtfai et al., 2003).

A andlise de distribuicdo de freqUéncias génicas, determinada para
as cinco geracoes aqui estudadas, evidenciou diferencas significativas para a
maioria dos locos considerados, dando indicios de que o processo de selecdo
de reprodutores pode promover alteracdes nas freqiéncias e nos niveis de

diversidade génica das geracodes subseqUentes produzidas em cativeiro.
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Apesar de ndo ter sido constatado, até o momento, nenhuma
perda de performance, relacionada a taxas de crescimento e de
fecundidade, os niveis de variabilidade genética deste plantel devem ser
preservados para que estes ndo conduzam a uma deteriorizacdo na saude
genética dos animais. A drdstica reducdo nos niveis de variabilidade genética
dessa populacdo pode conduzir a uma perda efetiva de um grande niumero
de alelos nas geracodes seguintes, como verificado para o fragmento P4-bo,
ausente nas geracoes F8 e F9.

Sunden e Davis (1991), analisando populacdes de L. vannamei
detectaram uma maior perda de alelos e uma menor heterozigosidade em
linhagens cativas quando comparadas com populacdes selvagens. As
populacdes domesticadas apresentaram perda de até 12 alelos, sem
ocorréncia de alelos Unicos. Segundo os autores, a diminuvicdo na
heterozigosidade e a perda de alelos devem ser monitoradas como um
indicador potencial de variacdo genética para caracteristicas de importancia
econdmica, caso a selecdo para caracteres se comporte de maneira similar
ao padrdo de selecdo de marcas neutras. Esta perda pode ser um importante
aspecto para o estabelecimento de estratégias de selecdo de estoques
reprodutores, devendo-se evitar a escolha de populacdes que apresentem
alta freqUéncia de perda de alelos.

Em L. stylirostris, andlises aloenzimdaticas realizadas em populacoes
cultivadas e selvagens do Golfo da Califérnia, apesar de evidenciarem uma
maior perda de alelos nas linhagens cativas, ndo demonstraram diferencas

significativas entre os niveis de heterozigosidade genética e freqUéncias
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alélicas, evidenciando, no entanto, um déficit de heterozigose para a maioria
dos locos analisados. Um maior desequilibrio de ligacdo foi observado para os
estoques cultivados, os quais sugeriram a existéncia de uma recente reducdo
no tamanho efetivo das populacdes. Além disso, discrepdncias observadas
entre duas das linhagens cultivadas apontaram para provéveis efeitos
fundadores e de deriva, uma vez que ambas as populacdes possuiam origem
comum (Jamos-Paredes e Grijalva-Chon, 2003). Tais efeitos j& tinham sido
verificados em populacdes de M. japonicus, Qs quais revelaram uma
constante reducdo nos niveis de polimorfismo aloenzimdtico ao longo de seis
geracoes mantidas em cativeiro, passando de 0,102 na geracdo F1 para 0,039
na geracdo F6. Um "gargalo” inicial, ocorrido logo na primeira geracdo, teria
contfribuido para a drdstica reducdo nos niveis de variacdo genética
observada nas geracdes subseqUentes. Embora o niUmero de reprodutores
utilizados para originar a geracdo posterior variasse de 50 a 300 individuos, este
estudo revelou que o nUmero efetivo de reprodutores deveria corresponder a
menos de quatro casais (Sbordoni et al., 1986).

Os coeficientes de Jaccard aqui calculados para as cinco
geracdes subseqlUentes de um plantel de reprodutores também
demonstraram estar havendo uma perda de variacdo genética a cada nova
geracdo. Além disso, uma menor diversidade genética foi observada para as
geracoes mais adiantadas.

Este plantel, fundado a partir da obtencdo de animais importados
de diferentes paises, vem passando por um processo de domesticacdo que

atualmente j& ultrapassa a geracdo F9. Apesar do manejo inicial ter
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contribuido para promover uma maior diversificacdo da base genética da
populacdo fundadora (considerada FO), durante todo este periodo a
infroducdo de novos pools génicos ndo ocorreu, propiciando o aumento na
taxa de endocruzamentos e, consequentemente, nos niveis de
consangUinidade das geracdes subseqUentes. A andlise de regressdo ndo-
linear demonstrou que caso esta tendéncia seja mantida em menos de dez
geracoes os niveis de variacdo genética deste plantel poderdo atingir valores
proximos a zero.

Apesar do endocruzamento representar um risco em potencial para
a produtividade, linhagens endocruzadas podem, no entanto, se constituir
numa estratégia de manejo interessante. Sob o ponto de vista de
melhoramento genético, o desenvolvimento de linhagens endogdmicas
divergentes pode ser uma caracteristica bastante vantajosa, se conduzido de
maneira eficiente. O endocruzamento pode aumentar a expressdo de
varidncia genética que ¢é avaliada para selecdo neutra, podendo,
aparentemente, converter variagcdes ordinariomente mascaradas pela
domindncia e epistasia denfro de variGncia aditiva, com aumento da
varidncia dentro e entre linhagens intercruzadas (Robertson, 1952; Goodnight,
1988). Ocasionalmente se sugere que endocruzamentos devam ser utilizados
como uma ferramenta de gerenciaomento, uma vez que estes podem
contribuir para origem e manutencdo de correlacdes entre locos. Programas
de endocruzamentos parecem, no entanto, uma estratégia de risco, uma vez

que em geral ocorre perda de variacdo e valor adaptativo (Weir, 1972).
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A prdtica da endogamia pode também ser utilizada com uma
finalidade "purgatéria”, na qual genes indesejdveis podem vir a ser eliminados
da populacdo. Nestes casos, as geracoes subseqUentes devem apresentar
ganhos de produtividade (performance), podendo ser mantidas
indefinidamente até alcancar niveis de endogamia proximos a um. Estas
linhagens, teoricamente, devem incluir a maioria de individuos homozigotos,
demonstrando, no entanto, baixos niveis de depressdo endogdmica.
Programas de melhoramento em aves e suinos tém utilizado a endogamia
com bastante sucesso (Falconer, 1981; Bowman, 1981). Templeton e Read
(1993) planejaram um programa de endocruzamento para expor mutacoes
recessivas deletérias, enfretanto, eles justificaram o plano somente como um
método de Ultimo recurso para um estoque geneticamente debilitado, uma
vez que, apesar de populacdes cativas sobreviverem 4 purgacdo seletiva e
manifestacdes de depressdo endogdmica, estas podem ser reduzidas a ndo
mais que um estoque domesticado.

No Brasil, hd uma forte tendéncia tecnoldégica atual para o
estabelecimento de programas de melhoramento genético na espécie L.
vannamei, através do desenvolvimento de diferentes linhagens selecionadas
principalmente para crescimento, resisténcia a doencas ou livres de patdgenos
especificos (ABCC, 2002). Entretanto, tal abordagem deve se consolidar
juntamente com o fortalecimento de tecnologias de manejo que ndo sé
aumentem a produtividade e reduzam os custos de producdo, mas também
que diminuam os impactos sobre o meio ambiente e garantam a salde

genética dos estoques cultivados. Os resultados obtidos no presente trabalho
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seguramente contribuirdo para o melhor aproveitamento da base genética de
L. vannamei atualmente representada nos plantéis de reprodutores existentes
nos diferentes centros de cultivo aqui estudados.

Pesquisas que incluam o estudo de espécies nativas também devem
fazer parte de um conjunto de acdes que visem o desenvolvimento e a
sustentabilidade da atividade no pais. A compreensdo do valor potencial de
reprodutores nativos, para uso imediato ou em sistemas futuros, para aumento
de produtividade vem sendo algo discutido pela Organizacdo das Nacoes
Unidas desde a década de 80 (FAO, 1981). Procedimentos para descricdo e
caracterizacdo de diferentes populacdes cruzantes e para o desenvolvimento
de bancos de dados podem ser estratégias interessantes para serem usadas
em programas futuros de melhoramento animal (Barker, 1994). Apesar de no
passado algum esforco ter sido empenhado no cultivo de camardes nativos &
costa brasileira, as baixas taxas de produtividade e a falta de tecnologias de
manejo desestimularam, na época, a domesticacdo dessas espécies
(Wainberg e Camara, 1998). Entretanto, novas tentativas devem ser feitas,
uma vez que, atualmente, a industriac camaroneira no Brasil depende
exclusivamente de uma espécie exdtica para garantir a totalidade de sua

producdo.
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6. CONCLUSOES

(1)

(2)

(3)

O atual manejo realizado pelo setor de maturacdo dos laboratdrios de
producdo de pods-larvas de camardes Litopenaeus vannamei existentes no
Brasil, confribui de maneira efetiva para diminvicdo dos niveis de
diversidade genética dos estoques de reprodutores desta espécie, devido,
principalmente, ao reduzido numero de individuos utilizados como
reprodutores e a utilizacdo de animais aparentados, e/ou em geracoes ja

avancadas, como progenitores das proximas geracoes.

O aumento no nUmero de reprodutores e a utilizacdo de animais
geneticamente mais diferenciados para composicdo de novos estoques
reprodutores poderdo confribuir para uma maior diversificacdo da base
genética da populacdo fundadora, atenuando provdveis efeitos que
possam vir a ocorrer nestes plantéis, decorrentes de deriva genética e/ou

aumento na taxas de endocruzamentos.

As marcas moleculares de RAPD identificadas no presente trabalho,
através da utilizacdo dos oligonucleotideos de seqUéncias arbitrdrias
selecionados, se mostraram bastante eficientes, evidenciando um padréo
de amplificacdo altamente reprodutivel capaz de estimar os niveis de
diversidade genética e estabelecer relacdes de identidade e distdncia

genética para os diferentes plantéis estudados.
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(4)

()

(6)

CONCLUSOES

Os indices de similaridade e de diversidade genética obtidos para as
amostras  analisadas revelaram individuos geneticamente  muito
homogéneos. Plantéis em FO e F1 apresentaram valores de variabilidade
genética extremamente reduzidos para estoques em fase de
domesticacdo ainda inicial, sugerindo que fenémenos relacionados &
deriva genética e/ou efeito fundador devam ser os principais responsdveis
pelos baixos niveis de variacdo genética observados em populacdes

recém fundadas.

Os valores de disténcia e identidade genética estabelecidos para os 15
plantéis analisados demonstraram alta similaridade genética para estes
plantéis, embora, através da andlise do dendrograma estabelecido pdde-
se identificar os plantéis geneticamente menos relacionados. Estes dados
poderdo ser Uteis para auxiliar cruzamentos dirigidos que visem a abertura

de novos estoques reprodutores.

Os resulfados obtidos através das andlises realizadas na linhagem de
endocruzamento demonstraram que o manejo utilizado para manutencdo
deste plantel contribui, de fato, para a reducdo dos niveis de variabilidade
genética das populacdes produzidas em cativeiro, podendo promover
mudancas significativas nas freqUéncias génicas das geracdoes

subsequentes.
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(7)

(8)

(9)

CONCLUSOES

O manejo realizado pelos laboratérios de larvicultura para abertura e
manutencdo dos estoques reprodutores deve se basear ndo somente na
selecdo fenotipica individual dos animais (selecdo massal). Mudancas
significativas nas freqUéncias génicas das populacdes cativas podem
conduzir ao desaparecimento de alelos raros. Entretanto, se obtidas de
maneira eficiente podem contribuir para a melhoria e manutencdo de

caracteristicas de performance consideradas vantajosas.

O dendrograma de similaridade genétfica determinado para as cinco
geracoes endocruzadas, através da andlise dos resultados obtidos com
base nos valores de distGncia e identidade genética, demonstrou que
conforme a geracdo avanca esta vai modificando sua estrutura genética

e se distanciando cada vez mais da populacdo original.

A andlise de regressdo ndo-linear, relacionando os valores de similaridade
genética, obtidos para as cinco linhagens endocruzadas, com as suas
respectivas geracdes, demonstrou que conforme o niUmero de geracoes
avanca o nivel de similaridade média observada entre os individuos
também aumenta. Caso esta tendéncia seja mantfida, os niveis de
similaridade genética poderdo assumir valores préoximos a 100% , antes

mesmo deste plantel atingir a 19@ geracdo.
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