IDENTIFICACAO DE LINHAGENS DE 4R7EM/A SP. NO NORDESTE DO BRASIL -

Identification of strains of Artemia sp. in Northeastern Brazil
VERA Lucia Mota KLEIN™

RESUMO

A Artemia sp. éum microcrusticeo amplamenteutilizado em aquicultura, especialmente na carcinicultura. Foram
coletadas amostras de populaces de cinco salinas do estado do Ceard e cinco do Rio Grande do Norte, com o objetivo de
constatar, através da andlise dos perfis da proteina eletroforética, possiveis diferengas entre elas. Asdeterminagbes foram feitas
com o uso de fitas de acetato de celulose por ser um método de baixo custo e de fécil interpretagio dos resultados. Foram

identificadas oito linhagens de Artemia nos locais estudados, algumas com diferengas bem marcantes e outras, guardando uma
certasemelhanga entresi.
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SUMMARY

Artemia sp. is a microcrustacea widely used in aquaculture, mainly in the shrimp culture. Samples of Artemia
populations from five salines in State of Ceard and five in the State of Rio Grande do Norte were colected with the
objective to determine, through their electrophoretic protein profiles, possible differences among them. Thedetermination was
made using the cellulose acetate strip, because this is the most practical and inexpenstve among the available methods. Eight
strains of Artemia were identified in the studied region. Some of them differed markredly but others were very similar.
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*  Trabalho apr&seﬁtado no VI Congreso Latinoamericano de Ciencias del Mar, realizado em Mar del Plata, Argentina, no periodo
de 23 227 de outubro de 1995.
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INTRODUCAO

A Artemia é um microcrusticeo Anostraca que
tem importante papel na aqiicultura e de modo especi-
al na carcinicultura. No Nordeste do Brasil, esta impot-
tancia é acrescida pelo fato da prépria Artemia constituir
um recurso, potencialmente passivel de ser explorado,
tendo em vista os baixos indices pluviométricos, altas
temperaturas e taxas de evaporacio da regiio serem pro-
picias para o seu desenvolvimento.

Segundo KLEIN® a ocorréncia de Artemia no
Notdeste brasileiro, fica restrita aos Estados do Ce-
ara e Rio Grande do Norte, pouco se conhecendo
sobre a caracterizagdo de suas populagdes.

O conhecimento da origem dos cistos é de fun-
damental importincia. N4uplios procedentes de di-
ferentes zonas geograficas, quando fornecidas a
larvas na aqiicultura niao produzem resultados iguais
(AMAT"). WATANABE et 4/.° e FUJITA et a/?, in-
dicam que, na cultura de Pagrus major, os resultados
sdao diferentes com o emprego de nauplios de estir-
pes de Artemia do Canada, Estados Unidos, China
ou América do Sul.

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de estudos
de composicao protéica dos animais através da
eletroforese, tem sido um método cientificamente
muito aceito para a identificacio e classificacdo de
peixes e crusticeos e dentre estes ultimos, a Artemia.
Segundo HILLIS & MORITZ?, a migracio de pro-
teina sob a influéncia de um campo elétrico, consti-
tui um método eficiente para investigar diferengas
genéticas em nivel molecular. A discriminagio é
baseada nas diferencas de intensidade, de coloragio
e da mobilidade das zonas de proteina. (JONES &
MACKIE?).

O presente estudo teve como objetivo analisar
as populacoes de Artemia de salinas do Nordeste do
Brasil, para verificar com base na proteina eletro-
forética se constituiam linhagens distintas.

MATERIAL E METODOS

As amostras de Artemia analisadas foram obt-
das de 10 salinas, sendo cinco do Estado do Ceari e
cinco do Rio Grande do Norte (FIGURA 1). Foram
coletadas, utilizando-se um puga com abertura de
malha de 85 um e, em seguida, transportadas para

laboratério em caixas de isopor de 50 1, com dgua
do proprio local.

A determinacio da proteina eletroforética foi
feita, com o uso de fitas de acetato de celulose. As
principais vantagens do uso de fitas de acetato de
celulose na determinagio da proteina eletroforética
sdo: rapidez de corrida, repetibilidade do experimen-
to, menor quantidade de amostra requerida e baixo
custo (HARRIS & HOPKINS (1975) apud
MURPHY ez al.”).

Na preparagao de cada extrato, utilizou-se um
amostra de 10g de Artemia, macerada em igua desti-
lada, na proporgao de 1:1 (g:ml), homogeneizada e,
posteriormente, filtrada em papel de filtro. O filtrado
foi submetido a centrifugacio a 3.000 rpm, durante
15 min. Em seguida procedeu-se as aplicagbes para
eletroforese.

A eletroforese foi realizada em cuba TECNOW
modelo ARGOS 12. Em cada canaleta, colocou-se
75 ml do tampao barbitone-sédio, com pH 8,6 e for-
¢a i6nica (1) 0,1, segundo o MANUAL OXOID-.
Para cada aplicagio, utilizou-se como suporte quatro
fitas de acetato de celulose (CELLOGEL), previa-
mente impregnadas no tampao por 10 min., retiran-
do-se seu excesso com papel de filtro. As fitas foram
esticadas sobre a ponte da cuba, de forma que suas
extremidades ficassem mergulhadas no tampio. A
aplicacao foi feita com um macroaplicador a 2 cm do
polo positivo. A cuba foi ligada a uma fonte de 220V
e regulada para 330 V, sendo o tempo de corrida de
30 min.

Ap6s a corrida, as fitas foram fixadas em aci-
do tricloroacético a 5% por 10 min. e , em seguida,
coradas com negro de amido, durante 10 min., agi-
tando-se manualmente. A descoloracio das fitas
foi feita em solu¢ao de metanol (475ml), agua des-
tilada (475 ml) e acido acético (50 ml). Em segui-
da, foram submetidas 2 desidratacio em metanol
puro, por um minuto e diafanizadas em soluc¢io
contendo 85ml de metanol, 14ml de acido acético
e 1ml de glicerol. Por fim foram distendidas em
placa de vidro e colocadas em estufa a 60°C, por
quatro minutos.

Para obtengdo dos perfis de proteina procedeu-
se a densitometria, utilizando-se uma unidade leitora,

modelo ARGOS 8 da TECNOW.
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RESULTADOS

Nas 10 salinas selecionadas para o estudo, ob-
servou-se a presenca de oito linhagens de Artemia,
considerando-se os padrdes eletroforéticos, alguns
com diferencas mais marcantes e outros revelando
certa semelhanca (FIGURAS 2 e 3).

Linhagem A, apresentando trés zonas de pro-
teina, sendo as das extremidades mais densas, e a cen-
tral com menor concentragio protéica. Encontrada
na Salina Pedtas Pretas, Camocim-CE.

Linhagem B, com quatro zonas de proteina, sen-
do a primeira com menor densidade protéica que as
outras trés. Presente na Salina Sio Bento, Acarad-CE.

Linhagem C, com cinco zonas protéicas mui-
to préximas. Encontrada na Salina Vila Velha, For-
taleza-CE.

Linhagem D, com quatro zonas protéicas, sen-
do as duas primeiras e a ltima com maior concen-

tragio de proteina. Originaria da Salina Pirangi,
Beberibe-CE.

Linhagem E, também com quatro zonas
protéicas semelhante a populacio de Acarat (linha-
gem B), entretanto com a mobilidade das zonas dife-
rente, que segundo JONES & MACKIE*e TSUYUKI
¢t al’., é um dos critérios utilizados para diferenciar
o perfil eletroforético entre as espécies. Presente
nas Salina Nazaré, Icapui-CE; Marisco, Grossos-RN
e Morro Branco, Areia Branca-RN.

Linhagem F, com quatro zonas protéicas, se-
melhante as linhagens B e E, diferindo destas pela
mobilidade da corrida. Encontrada na Salina
Araguassu, Porto do Mangue-RN.

Linhagem G, com quatro zonas protéicas, di-
ferindo entretanto das demais tanto pela menor con-
centragao nas bandas das extremidades, como pela
mobilidade das zonas. Presente na Salina Sio Pedro,
Macau-RN.

LINHAGENS
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FIGURA 3 - Graficos de densitometria da proteina eletroforética de populagdes de Artemia sp., das
diferentes localidades.
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Grossos, Areia Branca e Porto do Mangue, diferindo
entretanto, pela mobilidade das bandas. Presente na
Salina Camurupim, Guamaré-RN.
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