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Resumen

Los camarones son los recursos méas importantes en
las exportaciones de animales marinos de Brasil.
Las especies Farfantepenaeus brasiliensis, F.
paulensis, F. subtilis, Farfantepenaeus sp.,
Litopenaeus schmitti, Xiphopenaeus kroyeri vy
Artemesia longinaris son las especies nativas mas
importantes, mientras que L. vannamei es la mas
importante en los cultivos. Relatos recientes indican
un decreciento en la pesca, que puede ser debida a
la sobrepesca en la region. Una legislacion y una
supervision eficiente de las actividades pesqueras
son necesarias, pero la informacioén necesaria para
eso, esta basada en el conocimiento de la estructura
de estoques, la distribucién real de las especies,
incluso la presencia de especies sibilinas de
penaeideos aln es muy insipiente. En este trabajo
presentamos marcadores moleculares de PCR-
RFLP (padrones de restriccion de productos de
amplificaciéon por la reacciébn en cadena de la
polymerasa), basados en secuencias del gene
mitocondrial de la citocromo oxidasa 1, para la
identificacién de las siete especies de camarones
comercialmente mas importantes de Brasil. La
técnica fue eficiente para la identificacién de todas
las especies, no solo de muestras frescas, como
también de muestras industrializadas (descascadas
y congeladas; y salgadas y secas al sol). Este
sistema diagnostico podra ser Util para el control de
las actividades pesqueras, y para el control del
comercio y la exportacion de productos
industrializados de camarén, que no podrian ser
identificados de otras maneras .

Introducao

Summary

Molecular diagnostic system for identification of
Brazilian commercial Penaeid shrimp species
based on cytochrome oxidase | PCR-RFLP
markers

Shrimp exports occupy the first position among all
fisheries resources from Brazil. Farfantepenaeus
brasiliensis, F. paulensis, F. subtilis, Farfantepenaeus
sp., Litopenaeus schmitti, Xiphopenaeus kroyeri and
Artemesia longinaris are the Brazilian commercially
most important native species. Shrimp farming is
predominantly directed to the exotic species
L. vannamei. Some reports made on the regional
shrimp fisheries pointed to a decrease in shrimp
production indicating that there has been over fishing.
Efficient legislation and supervision of fisheries
activities for the rational exploitation of the resources
are necessary, but the information necessary for that,
including stock structure, species distribution and
even the presence of cryptic penaeid species is still
largely unavailable or at a very early stage of
development. In this work species-specific PCR-RFLP
markers, based on sequences of the mitochondrial
cytochrome oxidase | gene, were developed for the
molecular identification of seven Brazilian commercial
shrimp species. The technique was efficient in the
identification of fresh or industrialized (un-shelled and
frozen or salted and sun-dried) tissues for diagnostic
purposes. The diagnosis system developed can be
used to help management and supervision of shrimp
fisheries activities and for the control of trade and
exportation of shrimp products.

Os camardes penaeideos sdo recursos importantes para a pesca e maricultura mundiais (1
e 2). No Brasil, as exportagbes de camardes ocupam o primeiro lugar na comercializacdo
de pescado (3). Em 1999, as pescarias alcancaram 53 450 toneladas métricas (Tm) e a
producdo de cultivo correspondeu a 16 950 Tm (5). As espécies comerciais mais
importantes sdo Farfantepenaeus brasiliensis, F. paulensis, F. subtilis, Farfantepenaeus sp.
(6 e 7), Litopenaeus schmitti, Xiphopenaeus kroyeri e Artemesia longinaris (3, 8, 9 e 10). A
composi¢cdo pesqueira varia ao longo da costa brasileira: no Sul e Sudeste a pesca
comercial é direcionada para F. paulensis, F. brasiliensis e L. schmitti, enquanto no Norte e
Nordeste as capturas sdo principalmente de F. subtilis e L. schmitti (3, e11). No Norte do
Brasil a pesca € realizada em um dos mais importantes bancos camaroneiros do mundo,
estendendo-se de Tutbia, no Maranhdo (Brasil), ao delta do Orinoco (Guiana) (12). A
espécie exdtica L. vannamei é a preferencialmente cultivada (13).

| Congreso Iberoamericano Virtual de Acuicultura 754



Recentemente foi feito um estudo para o esclarecimento do status taxondmico de algumas
espécies de penaeideos, usando analise aloenzimatica e de sequéncias de DNA
mitocondrial (citocromo oxidase | - COIl). Neste trabalho, uma nova espécie de
Farfantepenaeus foi revelada e as distribuicbes de F. paulensis, F. subtilis e
Farfantepenaeus sp. foram esclarecidas (6). A existéncia da espécie nova foi
posteriormente confirmada por estudos de sequéncias do gene mitocondrial 16S (7).
Estudos visando a caracterizacdo genética de populagbes naturais também foram
realizados (14, 15 e 16) indicando a presenca de diferentes estoques ao longo da costa.

No Brasil, a pesca camaroneira é exercida sobre os dois estratos populacionais em que se
distribuem as espécies: os juvenis sdo capturados nos criadouros naturais pela pesca
artesanal, enquanto a frota industrial captura adultos no oceano (8). Estudos feitos em
diferentes regides do Brasil mostraram um decréscimo na producdo camaroneira do Sul,
Sudeste e Norte (3, 8 e 9). Concluiu-se que o recurso estaria sendo sobrepescado em
funcdo do crescimento desordenado da frota industrial, do incremento da pesca artesanal
nos criadouros e da ineficacia da legislacdo e fiscalizacdo (11 e 17). Fica evidente a
necessidade de uma legislacdo mais eficiente e supervisdo das atividades de pesca para a
exploracéo racional dos recursos. Entretanto, a informacao necesséria para isto, incluindo
estrutura dos estoques, distribuicdo das espécies e mesmo a presenca de espécies
cripticas, ainda é escassa ou se encontra em um estagio inicial de desenvolvimento.

Neste trabalho é apresentado um sistema de diagnose, por PCR-RFLP, para a identificacao
de sete espécies brasileiras de camardes comerciais. Este sistema é baseado em um
trabalho prévio de andlise por PCR-RFLP de sequiéncias do gene mitocondrial COI de cinco
espécies de penaeideos (6). O sistema anterior foi simplificado pela utilizacdo de apenas
duas enzimas de restricdo e suplementado com uma sequéncia publicada de L. vannamei,
uma seqléncia nova da espécie nativa L. schmitti, e com padr&es de restricdo enzimatica
de X. kroyeri. O sistema foi eficiente, permitindo a identificacdo correta de espécimes
congelados ou salgados e secos ao sol, de diferentes espécies de camardes penaeideos
de importancia comercial.

Material e métodos

Coleta

Individuos das espécies nativas F. brasiliensis, F. paulensis, F. subtilis, Farfantepenaeus
sp. (6 e 7), L. schmitti e X. kroyeri foram coletados em sete localidades do litoral brasileiro
(figura 1). Para cada espécie nativa foram escolhidos ao menos dois pontos de coleta,
localizados em areas opostas de sua distribuicdo (Norte/Sul). Sete amostras de DNA da
espécie de cultivo L. vannamei do Nordeste do Brasil também foram incluidas na analise.
As amostras coletadas foram transportadas em gelo seco até o laboratério, onde foram
identificadas morfologicamente (18), e fragmentos do tecido muscular de cada individuo
foram preservados em nitrogénio liquido. Espécimes das espécies cripticas F. subtilis e
Farfantepenaeus sp. foram identificados baseados nas caracteristicas do sulco
adrostral (6).

Para testar a eficiéncia do sistema em tecidos potencialmente degradados, também foi
extraido DNA de amostras compradas em mercados e supermercados no Rio de Janeiro.
As amostras foram adquiridas em trés diferentes formas: frescas e refrigeradas (N = 5),
descascadas e congeladas (N = 3) e salgadas e secas ao sol (N = 4). As amostras foram
transportadas em gelo até o laboratério (exceto as amostras salgadas e secas ao sol, que
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foram transportadas em temperatura ambiente), onde foram preservadas a -20°C por um
periodo de trés meses antes da extracao de DNA ser conduzida.

Figura 1
Pontos de coleta
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Purificacdo do DNA total

A extracdo de DNA total foi feita usando um protocolo (CTAB) modificado (19). Uma porgéo
do tecido muscular foi picada em uma placa de Petri com o auxilio de uma lamina de bisturi,

e transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 700 ni de tampéo de lise (CTAB
2%, EDTA 20 mM, 2mercaptoetanol 0.2 % v/v, Tris 100 mM, NaCl 1,4 mM e proteinase K
10 ng/mL, pH 80). Apés um periodo de 2 h 30 min de incubagdo a 60°C, o extrato foi
misturado com um volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), centrifugado, e a fase
aquosa foi transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado com Q7 de volume de
isopropanol.

Amplificac&o da citocromo oxidase |

Uma secdo 3’ de 677 pb do gene mitocondrial da citocromo oxidase (subunidade 1) foi
amplificada usando os oligonucleotideos iniciadores COIf [5 - CCTGCAGGAGGAGG
AGAYCC - 3] (20) e CO10 [5' - TAAGCGTCTGGGTAGTCTGAA/G)TA(T/G)CG - 37] (21).
Para as reacdes de PCR foram usados 50 ng de DNA molde, 1,5 unidade de Taq
polimerase (Pharmacia), 200 niM de cada dinucleotideo, 1.5 mM de MgCl,, 125 mM de cada
oligonucleotideo iniciador, em 25 m de tamp&o de PCR 1x (Pharmacia). As reacfes de PCR
foram conduzidas em um miniciclador PTC-100 (MJ Research) programado para uma etapa
de desnaturacdo a 94°C por 3 minutos, seguida por 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 51°C por

1 minuto, e 72°C por 45 segundos, e uma etapa final de 5 minutos de extenséo a 72°C.
Controles negativos, consistindo de rea¢cdes sem DNA molde, foram incluidos em todas as

amplificagdes.
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Sequenciamento do fragmento de 677 pb da Citocromo Oxidase |

A purificagdo dos produtos amplificados foi feita usando o kit GFXTM PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as especificagées do
fabricante. O seqienciamento direto de ambas as fitas da molécula de DNA amplificado foi
feito utilizando corantes fluorescentes de terminacdo (Thermo SequenaseO Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit), em seqlienciador automatico modelo ABI 377 (Perkin Elmer Inc.).

Analise por RFLP do fragmento da COI

As sequiéncias COI obtidas para L. schmitti foram comparadas com aquelas disponiveis na
base de dados de seqgiiéncias (GenBank®) de F. brasiliensis, F. paulensis, F. subtilis e
Farfantepenaeus sp. (Nimeros de Acesso AF248549 a AF248560) e de L. vannamei
(Numero de Acesso AF029390). As seqiiéncias COI das seis espécies foram inicialmente
analisadas com o programa Webcutter, versao 2.0 (escrito por Max Heiman e disponivel na
internet na URL http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html), para a procura de sitios de
restricdo enzimatica que produzissem padrées que diferenciassem as espécies. Duas
enzimas (Hinf | e Hinc 1) foram selecionadas. O produto de PCR da espécie X. kroyeri ndo
foi seqlenciado, mas foi eficientemente usado na analise de digestdo com o sistema
combinado Hinf | / Hinc Il. A digestdo com essas duas enzimas produziu sete haplétipos
espécie-especificos diferentes (figuras 2 e 3). Com 0 objetivo de verificar a existéncia de
polimorfismos intra-especificos, 20 individuos de cada espécie foram analisados com o
sistema Hinf I / Hinc II.

As andlises de RFLP dos produtos amplificados seguiram procedimentos padrdo (22),
usando os produtos nédo purificados das reacdes de PCR (10 nl da reacdo de PCR por 20 m
da reacdo de restricdo). As reacBes de restricdo enzimatica foram conduzidas segundo a
recomendac&o dos fabricantes (Hinf | - GibcoBRLO; Hinc Il - New England BioLabs), por
guatro horas a 37°C, e os produtos de digestdo foram separados por trés horas através de
eletroforese em géis de agarose a 26 ou poliacrilamida a 5%, com tampao TBE (23). Os
géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz UV em um
transiluminador, usando o sistema digital Kodak DC 290. Os padrdes de bandas foram
analisados visualmente, e os padrfes esperados para as diferentes espécies foram
confirmados para todas as amostras.

Validacéo do sistema Hinf | / Hinc Il de diaghose usando um te ste “duplo-cego”

A validacéo do sistema diagnéstico foi feita pela repeticdo da identificacéo de trinta e nove
amostras em um procedimento constituido de quatro etapas: (a) amostras de DNA de cinco
individuos de cada espécie foram escolhidas ao acaso, incluindo amostras coletadas em
diferentes localidades, por um dos autores (JG), e entregues a uma segunda pessoa, (b)
gue substituiu 0s nimeros originais por numeros aleatérios gerados por computador (MS-
Excell®). As amostras renumeradas foram entdo embaralhadas e devolvidas para JG, (c)
gue realizou a amplificacdo, digestdo, eletroforese, coloracdo e documentacéo fotogréfica
dos padrdes de digestdo enzimética. As fotografias dos padrées de digestdo foram entao
(d) passadas, juntamente com fotografias de amostras-padrdo dos haplétipos espécie-
especificos, para dez pessoas diferentes do nosso Laboratério, que ndo haviam participado
de nenhuma das etapas do trabalho e ndo estavam familiarizadas com o sistema
diagnéstico até entdo. Estas pessoas compararam os padrdes de digestdo obtidos para
cada uma das amostras numeradas aleatoriamente com os padrdes fornecidos das
diferentes espécies, e utilizaram o sistema combinado de digestdes Hinf | / Hinc Il para
identificar individualmente as trinta e nove amostras. As planilhas de resultados produzidas
pelas dez pessoas foram comparadas, e a porcentagem de erros do sistema calculada
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44 118
L. VANNANMBI == - mmm e oo e BRI . e ATAATTTCCCATATTATTAGT CAAGAATO GGTAAAAAAGAAGC
[ o F V1= 1 I S e ATAATTTCTCATATTATTAGT CAAGAATO GGTAAAAAGGAAGC
F.oosubtilis @ cmmmmm e ATCCAGAAGT CTATATCTTAATTCTACCTGCTTTTGGTATAACT TCTCACATTAT TAGT CAAGAATT GGTAAAAAAGAAGC
F. SP. mmeemm e e eeeeeeeeeneemeeeeeeeeeeeeeaeaas ATATTTTAATTCTACCTGCT TTTGGTATGATTTCTCATATTATTAGCOCAAGAAT( GGTAAAAAAGAAGC
F. brasiliensis =----ecoomn oo el TATCCAGAAGTNTATATTCTAATTTTACCT GCTTTTGGTATAAT TTCCCATATCATTAGT CAAGATITCT GGTAAAAAAGAAGC
L. schmitti = --------oioioo oo ATTTATTTTGATTET TTGGECCATCCAGAGGTATACATCTTAATTTTACCCGCT TTTGGTATAACT TCCCACAT TAT TAGT CAAGAATIAGGT AAAAAAGAAGC
Human CCCGCCGGAGGAGGAGACCC CATTCTATACCAACACCTATTCTGATT TTTCGGT CACCCTGAAGT TTATAT TCT TATCCTACCAGGCT TCGGAATAAT CTCCCATAT TGTAACT TACTACT CCGGAAAAAAAGAACC
188~ 234~
L. vannanei ATTCGGAACACTCGGGATAATCTATGCTATACT TGCTATTGGT GTCCTAGEATTEGTAGT ATGAGCACACCATATATTTACAGT AGGTATGGATGT TGATACTCGTGCTTATTTTACATCTGCAACAATGATTATTG
F. paul ensis TTTCGGAACGCTTGGAATAATTTATGCTATACTAGCGAT TGGTGT TTTAGGAT TTGTAGTATGAGCACATCATATAT TCACAGTAGGTATGGATGT TGATACTCGTGCTTACTTTACATCTGCTACAATGATCATTG
F. subtilis TTTTGGAACACTTGGAATAATTTATGCTATACTAGCAATTGGT GT TTTAGGAT TTGTAGT GTGAGCACAT CATATAT TCACAGT AGGT AT GGATGIIGAGACT CGCGCT TACT TTACATCTGCTACAATGATCATTG
F. sp. TTTCGGGACACTTGGAATAATTTATGCTAT GCTGGCAATTGGTGT TCTAGGATTTGTAGT GTGAGCACACCATATAT TCACAGTAGGT. >48>...I>Q. CGOGCTTACTTTACATCTGCTACAATAATTATTG
F. brasiliensis ATTTGGAACACTTGGAATGATTTATGCTATACTAGCAATTGGT GTTCTAGGAT TTGT GGTATGAGCGCACCACATGT TCACAGT TGGTATGGATGT TGATACTCGT GCCTACTTTACATCTGCCACAATAATCATTG
L. schmitti ATTCGGAACACTAGGTATAATTTATGCTATATTAGCAATTGGTGT TTTGGEATTCGT GGTGT GGGCACACCATATATTTACAGT TGGTATAGACGT TGATACTCGTGCTTACTTTACATCTGCTACTATAATTATTG
Human ATTTGGATACATAGGTATGGT CTGAGCTATGATATCAATTGGCT TCCTAGGGT TTATCGT GTGAGCACACCATATAT TTACAGT AGGAATAGACGT AGACACACGAGCATATTTCACCT CCGCTACCATAATCATCG
304~
L. vannanei CCGTTCCTACAGGT. >._.._.>>>>._.._|_.._.0>Iﬂ>omﬂ ACTCTTCATGGTACTCAACTTAACTATAGTCCTTCTCTAATTTGAGCGCTAGGATTTGTATTTCTATTTACTGT GGGTGGT TTAACCGGTGTTGTACTA
F. paulensis CTGTTCCTACTGGTATTAAGATCTTTAGT TGGT TAGGAACCCT TCATGGTACTCAACTTAATTATAGT CCTTCCCTAATTTGAGCTCTAGGATTTGTATTTTTGT TTACAGT CGGAGGT CTAACTGGGGTCGTATTA
F. subtilis CTGTTCCTACTGGTATTAAAATCTTTAGCT GATTAGGAACACT TCATGGTACT CAACT TAACTACAGCCCCTCTCTAATTTGAGCTCTAGGATTTGTATTTTTATTTACAGT TGGAGGT CTAACTGGAGT TGTATTA
F. sp. CCGTTCCTACTGGTATTAAAATCTTTAGCTGGT TAGGAACACT TCATGGTACTCAGCT TAATTACAGCCCT TCTCTAATTTGAGCT TTAGGATTTGTATTTTTATTTACAGT TGGGGGT CTAACTGGAGT TGTATTA
F. brasiliensis CTGITCCTACTGGTATTAAAATCT 4._.>I_.>Qm>>0>0._. TCACGGTACGCAACTTAACTATAGCCCTTCTCTAATTTGAGCT TTAGGATTTGTATTCTTATTTACAGT TGGAGGTCTAACAGGAGT TGTGT TA
L. schmitti CTGTTCCCACAGGTATTAAAAT CTTCAGCTGACTAGGTACCTTACACGGTACTCAACTTAATTATAGTCCTTCTCTCATTTGAGCCCTAGGATTTGTATTTTTATTTACTGTAGGTGGT TTGACTGGTGT TGTACTA
Human CTATCCCCACCGGOGT CAAAGTAT T TAGCT GACT CGOCACACT CCACGGAAGCAATATGAAAT GATCTGCTGCAGT GCTCTGAGCCCTAGGAT TCATCT TTCTTTTCACCGT AGGT GGCCTGACTGGCATTGTATTA
524~ 542~

L. vannanei GCTAATTCTTCAATTGACATTATTTTACATGATACATACTACGTAGT AGCACATTTCCACTATGT TCTTTCAATAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCAGGTAT TGCCCACTGATTECCT TTATTTACGGGGCTTAC
F. paulensis GCTAACTCTTCAATTGATATTATTCTACATGATACATATTATGTCGTCGCACATTTT CATTATGTCCTTTCAATAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCCCATTGATTTCCTTTATTTACAGGTCTTAC
F. subtilis GCTAATTCTTCAATTGACATTATTCTACATGATACATATTATGT CGTTGCACATTTTCATTATGT CCTTTCAATAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCTCACTGATTTCCTTTATTTACGGGGCTCAC
F. sp. GCTAATTCTTCAATTGACATCATTCTACATGATACATATTATGTCGT TGCACATTTTCATTATGT CCTTTCAATAGGAGCTGTATTTGGTATTTTTGCGGGTAT TGCCCACTEGATTECCTTTATTTACAGEGACTEAC
F. brasiliensis GCTAACTCTTCAATTGATATTATTTTACATGATACATACTATGTTGTTGCACATTTCCATTATGITCTTTCAATAGGAGCCGTATTTGGTATTTTTGCAGGTATTGCCCAT TEGATTECCTTTATTTACAGGACTTAC
L. schmitti GCCAATTCATCAATTGATATTATTCTACATGATACATATTATGTAGT AGCACATTTCCATTATGTACTTTCAATAGGAGCTGTATTTGGTATTTTCGCAGGTATTGCTCATTGATTCCCTTTATTTACTGGACTTAC
Human GCAAACTCATCACTAGACATCGTACTACACGACACGTACTACGT TGTAGCTCACTTCCACTATGTCCTATCAATAGGAGCTGTATTTGCCAT CATAGGAGGCT TCATTCACTGATTTCCCCTATTCTCAGGCTACAC
L. vannanei CTTAAACCCTAAGTGATTAAAAATTCACTTTCTTGT TATATTCATTGGAGTAAATATTACATTCT TCCCCCAACATTTCTTAGGTCTTAATGGAATACCTCGA - - - - === - - - - - oo oo oo o -

F. paul ensis ATTGAACCCCAAAT GACT GAAAATCCACT TTCTTGT TATAT TTATTGGGGTAAATAT TACATTTTTCOCT CAACAT TTCT TAGGACT TAACGGCATACCTOGA - - - = = = = === = = m = mm o e e o oo

F. subtilis CTTAAACCCTAAATGACTAAAAATTCATTTTCTCGT TATATTTATCGGAGTAAATATTACATTTTTTCCT CAACAT TTCTTAGGACT TAATGGAAT ACCT CGC CGCTACTCAGACTACCCANN - - - - - -

F. sp. CTTAAACCCTAAATGACTGAAAATTCATTTTCTCGT TATATTTATTGGAGTAAATATTACATTTTTCCCCCAACATTTCTTAGGGCT TAATGGAATACCTCGA CGCTACTCGAACTACCCAG - - - - - -

F. brasiliensis CTTGAACCCTAAATGATTAAAAATTCATTTTCTTGTTATATTTGITGGAGTAAATATTACATTTTTCOCCCAACATTTTTTAGGT CTTAATGGAATACCTCGA CGCTACTC- - - - = = == = = == = - = = -

L. schmitti CTTAAACCCCAAATGATTAAAAATTCATTTTCTTGT TATATTTATTGGAGTAAATATTACATTTTTCCCTCAACATTTCTTAGGTCTTAATGGTATACCTCAA GGC- - - - - - === === - - - - - - - - - -

Human CCTAGACCAAACCTACGCCAAAATCCATTTCACTATCATAT TCATCGGCGTAAATCTAACT TTCT TCCCACAACACT TTCTCGGCCTATCCGGAATGCCCOGA CGTTACTCGGACTACCCCGATGCATA

Seqiiéncias de COI e sitios de restricdo de Hinc |l EHBYRPUAE) e Hinf | GTANTC). Regides de

pareamento do oligonucleotideo iniciador no gene COI humano estéo indicadas em azul

Figura 2
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Figura 3
Mapas de restricao de Hinf | e Hinc Il
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Hinf |- A: Farfantepenaeus paulensis, F. subtilis e Xiphopenaeus kroyeri; B: F. brasiliensis; C: Litopenaeus
schmitti e L. vannamei; D: Farfantepenaeus sp.; E: X. kroyeri.

Hinc II- A: F. paulensis e L. schmitti; B: Farfantepenaeus sp. e F. subtilis; C: F. brasiliensis, L. vannamei e
X. kroyeri; D: X. kroyeri

Analise por PCR-RFLP de amostras de mercado

As andlises por PCR-RFLP de amostras comerciais foram realizadas sem o conhecimento
prévio das identidades taxonémicas das mesmas. A identificacdo morfolégica de amostras
frescas e salgadas foi feita ap6s o diagnéstico molecular. Amostras industrializadas/
congeladas ndo foram analisadas morfologicamente uma vez que consistiam apenas de
abdomes sem carapaca.

Resultados

As sequiéncias parciais do gene COI obtidas para L. schmitti e os mapas de restricdo das
enzimas Hinf | e Hinc Il, obtidos para todas as espécies analisadas, sdo mostrados nas
figuras 2 e 3. A seqiiéncia da por¢céo 3’ do gene COI obtida para L. schmitti foi depositada no
banco de dados de seqiiéncias (GenBank®) sob o NUmero de Acesso AF542058. Os
padrBes esperados de restricdo enziméatica figuras 2 e 3) foram confirmados por andlise de
PCR-RFLP de 116 individuos (tabela 1). Todos os padrdes Hinf | / Hinc Il esperados foram
consistentemente reproduzidos para espécimes analisados pertencentes a alguma das
espécies sequenciadas. Xiphopenaeus kroyeri, para o qual as sequéncias do gene COI ainda
ndo estdo disponiveis, revelou dois haplotipos distintos entre os individuos testados. Cada
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um destes dois haplotipos foi caracteristicamente observado em amostras ou do nordeste ou
do sudeste do Brasil, indicando provavelmente, a presenca de dois estoques geneticamente
diferentes para esta espécie (figura 4).

Tabela |
Padrdes de restricdo por PCR-RFLP de Hinc Il / Hinf | das espécies estudadas
- N°. de , Hinf I / Hinc 1
Espécies amostras Localidade haplétipos
Farfantepenaeus brasiliensis 10 Forta.lleiza BC
10 Itajai BC
. 9 Rio AA
F. paulensis
10 L. Patos AA
10 Fortaleza DB
Farfantepenaeus sp.
10 lIhéus DB
F. subtilis 11 Atins AB
9 Fortaleza AB
10 Atins CA
. e 1 Fortaleza CA
Litopenaeus schmitti i
Rio CA
3 Itajai CA
L. vannamei 7 Panama (6
10 Natal EC
Xiphopenaeus kroyeri 5 Rio AD
5 Espirito Santo AD

A validagcdo do sistema desenvolvido, usando um teste “duplo-cego” com 39 espécimes
anbnimos, mostrou uma taxa de acerto de 99,2 % na identificacdo dos hapl6tipos (6 erros em
780 identificacdes de haplotipos) e de 98,5 % na identificagdo correta das espécies (usando o
sistema combinado Hinf | / Hinc Il) quando dez pessoas, ndo familiarizadas com o
procedimento, analisaram os padrdes de restricdo. Os seis erros de identificacdo ocorreram
na caracterizacdo dos haplétipos D e E da enzima Hinf I, correspondendo as espécies
F. brasiliensis e X. kroyeri respectivamente. A diferenca entre estes dois hapl6tipos da
enzima Hinf | é de fato sutil (uma diferenca de 24 pares de bases - pb - no fragmento maior,
gue tem 406 pb em F. brasiliensis e 382 pb em X. kroyeri; figuras 3 e 4), de maneira que
recomendamos a inclusdo de padrdes de digestdo Hinf | de ambas espécies, em posicoes
centrais do gel, para facilitar a identificacdo dos haplotipos, ou a utilizacdo de uma agarose
com maior poder de resolucéo.

A purificacdo de DNA, amplificacdo por PCR e analise por PCR-RFLP de amostras de
mercado (5 frescas e 4 salgadas/secas ao sol) e industrializadas (3 congeladas) também
foram realizadas com sucesso usando o sistema combinado Hinf | / Hinc |l de diagnéstico.
A identificagdo molecular das amostras frescas de mercado foi confirmada a posteriori por
identificacdo morfoldgica, correspondendo a espécie L. vannamei (apesar de ndo haver
indicacdo, no mercado, de que se tratava de camardo cultivado). Similarmente, duas das
amostras salgadas/secas ao sol foram corretamente identificadas, através do sistema Hinf | /
Hinc Il, como X. kroyeri. Entretanto, as outras duas amostras salgadas apresentaram um
haplotipo Hinf | / Hinc Il diferente dos sete usados como padrdes. A andlise morfologica
mostrou que estas amostras pertenciam a espécie Pleoticus muelleri (Familia Solenoceridae).
Da mesma forma, as trés amostras industrializadas/congeladas apresentaram um nono
haplétipo, indicando que as mesmas ndo pertencem a nenhuma das outras oito espécies.
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Infelizmente, a identificacdo morfologica destas amostras ndo foi possivel, uma vez que os
camardes industrializados sdo normalmente embalados sem as respectivas carapacas.

Figura 4
Padrées espécie-especificos de digestdo enzimatica em géis de agarose 2%

Hinf1 Haplotypes

MI M2 M3 M4 M5 FI F2 F3 81 52 53 54
iodbp A B C b E C€C € C C C F F F A D D A

T00 bp -
o0 bp -
500 bp -

400 bp -
300 bp -

200 bp -

100 bp -

Hire 11 Haplotypes
M1 M2 M3 M4 MS F1 FI F3 51 81 53 54
Mmbp A B C D C € € € C A A A D A A D

700 bp -
GO0 bp -
500 bp -

400 bp -

300 bp -

200 bp -

100 bp -

(A) Hinf I: padrao de peso molecular de 100 pb; AE: Haplétipos; M1-M5: amostras frescas de mercado;
F1-F3: amostras industrializadas congeladas; S1-S4: amostras de mercado salgadas/secas ao sol.

(B) Hinc Il: padrédo de peso molecular de 100 pb; AD: Hapl6tipos; M1-M5: amostras frescas de mercado;
F1-F3: amostras industrializadas congeladas; S1-S4: amostras de mercado salgadas/secas ao sol
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Discussao

Neste trabalho, um sistema diagndstico usando PCR-RFLP foi desenvolvido para a
identificagcdo molecular de espécimes de sete espécies brasileiras de camardes comerciais, a
partir de tecidos frescos, salgados/secos ao sol, ou industrializados (congelados). A andlise
genética tem sido largamente utilizada em estudos de conservacao e auxilio do manejo da
pesca de uma variedade de espécies (24). Os recursos de pesca marinhos, diferentemente
de vegetais ou animais domesticados, ainda s&do consumidos, com raras excecoes,
diretamente de populacfes naturais, o que representa um risco continuo de diminuicdo dos
estoques ou mesmo de extingdo de espécies comercialmente exploradas (25, 26 e 27). A
identificacdo correta de espécies diferentes € fundamental para 0 manejo e superviséo das
atividades de pesca, assim como para o controle da comercializacdo e exportacdo de
produtos frescos e industrializados. O sistema de diagnose de espécies desenvolvido neste
trabalho pode ser extremamente Util na identificagdo forense de comércio ilegal durante os
periodos de defeso, assim como para a caracterizacdo de produtos industrializados
(congelados), para os quais a identificacdo das espécies envolvidas seria de outra maneira
impossivel.

Conclusoes

Neste trabalho, marcadores espécie-especificos produzidos por PCR-RFLP foram
desenvolvidos para a identificacdo molecular de sete espécies comerciais brasileiras de
camardes penaeideos, com 98.5 % de seguranca no diagnéstico, usando tecido fresco ou
industrializado para a andlise. O sistema diagnéstico produzido pode ser usado como
ferramenta auxiliar no manejo e supervisdo das atividades de pesca, assim como para o
controle da comercializacdo e exportacdo de camardes.
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