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RESPOSTA DO ANFÍPODE Quadrivisio lutzi (CRUSTACEA, MAERIDAE) AO
ESTRESSE OSMÓTICO EM CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS.

Nathalia Goulart Beraldini

Orientadora: Laura Isabel Weber da Conceição

Resumo da dissertação de mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Ambientais e Conservação, da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos 

requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências Ambientais e Conservação

As lagoas costeiras são ambientes instáveis com constantes variações de salinidade,

levando aos organismos a uma alta demanda energética exigida pela osmorregulação. Assim,

os processos de osmorregulação e estresse oxidativo são parcialmente interligados. Os

crustáceos osmorregulam em duas etapas subsequentes: a regulação anisiosmótica

extracelular (RAE) e a regulação isosmótica intracelular (RII). O objetivo deste estudo foi

investigar a perda da homeostase do anfípode Quadrivisio lutzi em incrementos de salinidade

e analisar sua relação com o estresse oxidativo. Foram realizados bioensaios em salinidades

entre 3,9 a 32,5, avaliando a osmolalidade do meio e da hemolinfa dos anfípodes e a

expressão gênica de enzimas antioxidantes através de amplificação em tempo real. As análises

de expressão gênica foram realizadas para os genes da catalase (Qlcat), glutationa peroxidase

(Qlgpx), da actina (Qlactb, gene referência) e da superóxido dismutase (Qlactb). Este último

foi obtido no presente trabalho. A mortalidade foi maior para as salinidades de 18 e 32. O

anfípode mostrou ser capaz de hiper-regular em salinidades de 3,9; osmoconformar entre 9 e

12 e hiporregular a partir de 13, como mostrado pelos valores de osmolalidade. As expressões

relativas dos genes da Qlcat e Qlsod não apresentaram diferenças significativas com o

aumento da salinidade, enquanto o gene da Qlgpx teve um aumento a partir da salinidade de

30, sendo altamente significativo a 32, sugerindo o aumento do estresse oxidativo. Estes

resultados e o aumento significativo da osmolalidade da hemolinfa em salinidades de 30 a 32,

sugerem o início da fase RII e do estresse oxidativo.
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RESPONSE OF THE AMPHIPOD Quadrivisio lutzi (CRUSTACEA, MAERIDAE)  TO
OSMOTIC STRESS UNDER EXPERIMENTAL CONDITIONS.

Nathalia Goulart Beraldini

Orientadora: Laura Isabel Weber da Conceição

Abstract da dissertação de mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em

Ciências Ambientais e Conservação, da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ,

como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências Ambientais

e Conservação

Coastal lagoons are unstable environments suffering constantly with variations in

salinity, leading the organisms to a high energy demand required in osmoregulation. So,

osmoregulation and oxidative stress processes are partially linked. Crustaceans osmoregulate

in two subsequent phases: an extracelular anisosmotic regulation (RAE) and an intracelular

isosmotic regulation (RII). The aim of this study was to investigate the homeostasis loss in the

amphipod Quadrivisio lutzi at increasing salinities and to analyze their relation with oxidative

stress. Bioassays were performed at salinities between 3.9 and 32.5, evaluating osmolality of

the medium and amphipod hemolymph and the gene expression of antioxidant enzymes by

real time amplification. Gene expression analysis was performed by obtaining first the

superoxide dismutase (Qlsod) gene for Quadrivisio lutzi. Catalase (Qlcat), glutathione

peroxidase (Qlgpx) and actina (Qlactb, reference gene) genes were already known. Mortality

was higher at salinities of 18 and 32. The amphipod was capable of hiper-regulating at 3.9 of

salinity, osmocomforming from 9 to 12 and hiporegulating over salinities of 13, as shown by

the osmolality values. Qlcat and Qlsod  relative expression did not showed differences with

salinity increases, while the Qlgpx showed an increase in relative expression at the salinity of

30, being highly significant at the salinity of 32, suggesting the increase of the oxidative

stress. These results and the significative increase of the hemolymph osmolality at salinities of

30 to 32, suggest the beginning of the RII phase and the oxidative stress.
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1. INTRODUÇÃO.

O fenômeno do aquecimento global tem causado grandes modificações no planeta,

dentre as principais podemos citar as mudanças climáticas (Germani et al ., 2015).

Aparentemente, o aumento gradual da temperatura do planeta é um processo natural, que

vem sendo intensificado pela destruição da camada de ozônio e pelo acúmulo dos gases

causadores do efeito estufa na atmosfera. Embora esses gases sejam emitidos naturalmente,

as atividades antrópicas vêm contribuindo significativamente para esse aumento (Hoegh-

Guildberg e Bruno, 2010). Tal fato tem repercussão direta sobre a biodiversidade, podendo

causar danos irreversíveis aos ecossistemas ou modificá-los drasticamente (Bellard et al.,

2012.). Marengo et al. (2007) alertaram que o Brasil é um país vulnerável às mudanças

climáticas, especialmente quanto à ocorrência de eventos como secas e enchentes (Almeida e

Kovac., 2014). Esta instabilidade da pluviosidade pode causar alterações significativas nas

condições ecológicas e da biodiversidade dos ecossistemas (Aarset e Zachariassen., 1988). 

1.1. Lagoas Costeiras do Norte Fluminense.

Lagoas são corpos de água continentais sensíveis aos impactos ambientais adversos,

de baixa resiliência, ou seja, são ecossistemas extremamente frágeis (Gomes e Pereira, 2014).

Em contrapartida, estudos já comprovaram a grande diversidade biológica apresentada por

esses ambientes (Reid e Esteves, 1984; Aguiaro e Caramaschi, 1995; Suzuki, 1997; Branco,

1998). Os sistemas aquáticos naturais são abertos e dinâmicos e por isso sofrem modificações

contínuas na sua composição química (Costa et al. 2008). As lagoas costeiras atuam como

filtros, retendo a matéria orgânica e inorgânica oriunda do continente (Esteves et al 2004), o

que colabora  para o aumento da sua produtividade (quantidade de carbono orgânico

produzido por unidade de área e de tempo). Esse quadro vivenciado por esses ambientes sem

dúvidas contribui para a biodiversidade, assim como a sua localização em regiões de

interfase (entre o mar e águas interiores) indicam sua grande importância ecológica (Esteves,

1998).

Distribuídos ao longo da costa brasileira, esses corpos de água sofrem constantemente

com ressacas, spray  marinho, intrusão de águas subterrâneas e de rios, taxas de precipitação

e evaporação (Minello, 2004), e outros eventos naturais que contribuem significativamente

para a variação da salinidade. A salinidade é definida como a concentração em gramas dos

sais minerais dissolvidos em 1 kg de água, destacando-se o cálcio, magnésio, sódio, potássio,

1



bicarbonato, cloreto e sulfato (Esteves, 2011a). Além disso, a salinidade das lagoas costeiras

pode ser influenciada por ações antrópicas como abertura de barra, construção de portos,

descargas de fertilizantes (Silva et al., 2000; Piscart et al., 2005) e utilização de sal para

remoção de gelo e neve (Blasius e Merritt, 2002). A fauna que compõe esses ecossistemas em

constante mudança precisa conviver com essas variações, que podem se tornar grandes

problemas para reprodução e sobrevivência dos indivíduos (Huszar e Silva, 1992).

As propriedades físico-químicas, como salinidade e temperatura, são importantes

fatores na evolução geomorfológica das lagoas costeiras (Esteves et al., 2004), além de afetar

significativamente a atividade biológica desses ecossistemas (Costa et al., 2008). Segundo

Kjerfve (1994) outra característica comum às lagoas costeiras é sua profundidade, em geral

elas são rasas, o que as torna ainda mais vulneráveis a variações no balanço hídrico, térmico

e salino (Smith, 1994).

As lagoas da região do norte do estado do Rio de Janeiro estão localizadas na bacia

hidrográfica do Rio Paraíba do Sul e abrange as cidades de Campos dos Goytacazes, Cardoso

Moreira, São Fidélis, São Francisco de Itabapoana, São João da Barra, Carapebus, Conceição

de Macabu, Quissamã e Macaé (Suzuki, 1997). 

1.2. Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba.

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PARNA) com uma dimensão de

14.992,39 ha (http://www.icmbio.gov.br/parnajurubatiba/) corresponde a uma importante

unidade de conservação ambiental da região Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro.

O número de lagoas distribuídas ao longo do parque varia entre 14 e 18, de acordo com os

períodos de estiagem e cheias podendo ser doce ou salobra (Esteves, 2011a). São elas:

Cabiúnas, Comprida, Carapebus, Casa Velha, Paulista, Lagoa das Garças, Piri-piri I, Piri-piri

II, Maria Menina, Robalo, Preta, Pires, Visgueiro e Ubatuba.

Esses ecossistemas caracterizam-se tanto pela fauna única e diversificada quanto pela

gama de ambientes em termos de parâmetros ambientais como concentração de matéria

orgânica, volume de água, temperatura e salinidade (Esteves, 1998; Farjalla et al., 2009). Tais

parâmetros são influenciados pelo volume de chuvas e interferência marinha, que podem

ocorrer sazonal ou anualmente, sendo previsíveis ou imprevisíveis (Esteves, 1998).

Algumas lagoas do Parque são ricas em substâncias húmicas (SH), moléculas

complexas formadas por estruturas aromáticas, originárias da decomposição da matéria

orgânica alóctone, o que confere uma coloração escura bem característica às lagoas (Esteves
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2011a). As SH compõem a maior fração do carbono orgânico dissolvido das lagoas (Esteves,

2011a; Steinberg et al., 2008), e em baixas concentrações, em organismos não adaptados

levam ao estresse oxidativo, pois diminuem a capacidade antioxidante (Steinberg et al.,

2010). Já em altas concentrações essas substâncias diminuem o pH do ambiente podendo

afetar a biodiversidade e estimular o endemismo (Esteves, 1998).

De acordo com dados obtidos por Esteves (1998) as lagoas Piri-piri I, Piri-piri II,

Maria Menina, Robalo, Preta, Pires e Visgueiro são consideradas hipersalinas, com salinidade

superior à marinha de 35. A lagoa de Ubatuba é salina, já a das Garças, Paulista, Casa Velha,

Carapebus e Cabiúnas variam de doces a salobras, com salinidades entre 0 e 21,

respectivamente, dependendo da pluviosidade. Dentre as lagoas citadas a de maior salinidade

documentada até hoje é a lagoa Visgueiro em 2001, que atingiu os 70,1 (Farjalla et al., 2001).

Em relação ao pH, foi observado por Esteves (1998), Farjalla et al. (2001) e Hollanda-

Carvalho (2002) que as lagoas Comprida, Paulista e Garças apresentam caráter ácido

atingindo no máximo pH 6. Assim, as lagoas com maior concentração de substâncias

húmicas são as Comprida, Paulista e das Garças. No entanto, as lagoas Cabiúnas, Carapebus,

Paulista, Piri-piri I e II e Casa Velha foram classificadas por Esteves (1998) como

intermediárias em relação às substâncias húmicas; enquanto as outras são consideradas

claras, ou seja, com baixa concentração de substâncias húmicas . A lagoa Casa Velha pertence

ao grupo de lagoas que desaparece nas épocas de estiagem, no entanto mesmo cheia

apresenta baixa profundidade, atingindo até 0,80 m (Hollanda-Carvalho, 2002).

A lagoa de Carapebus é a maior dentre as que compõem o PARNA, com 6,5 km² de

extensão e aproximadamente 4 m de profundidade (Farjalla et al., 2001). A lagoa abrange a

área urbana da cidade de Carapebus e sofre as consequências geradas pela constante presença

do homem. Além de ser utilizada para atividades recreativas, sofre com despejo de efluentes

domésticos e abertura de barra em períodos de cheia (Farjalla et al., 2001). Esta lagoa

também é rica em substância húmicas, porém de pH básico.

Dentre os animais que compõem esses ambientes aquáticos estão alguns crustáceos,

capazes de sobreviver e se reproduzir em ambientes sensíveis, como os representados pelas

lagoas. Os crustáceos são originalmente marinhos (Barnes et al ., 2005) e, tendo colonizado

ambientes salobros e de água doce, tiveram que enfrentar barreiras osmóticas e iônicas

severas.Esses animais desenvolveram mecanismos para se adaptar à variação de salinidade

para que a sobrevivência, a distribuição e as estratégias reprodutivas do grupo não fossem

afetadas bruscamente (Augusto, 2005). Isso inclui desenvolver a capacidade de regular a
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osmolalidade da hemolinfa em relação ao ambiente em que vive o que contribui para explicar

o sucesso evolutivo desses animais (Charmantier et al., 2009). Adaptações como redução da

concentração dos líquidos corporais até valores compatíveis com a função celular; redução da

ingestão de água; redução da permeabilidade do tegumento; aumento da excreção de água

pela glândula antenal; e presença de transporte ativo de solutos permitiu aos crustáceos

colonizar os ambientes mais diversos já que essas adaptações reduzem os gastos energéticos

para a manutenção dos gradientes osmóticos e iônicos elevados (Gilles e Delpire, 1997).

Devido às características mencionadas, os crustáceos em geral, são considerados bons

bioindicadores de ambientes aquáticos (Barnes et al., 2005), ou seja, são animais capazes de

gerar uma resposta biológica mediante alterações no meio físico em que vivem (Baptista et

al., 2003). A salinidade é um dos mais importantes fatores abióticos que afetam as condições

fisiológicas dos crustáceos, além de também influenciar sua distribuição e abundância. Ainda

não há um consenso sobre como os crustáceos lidam com a osmorregulação (Romano e

Zeng, 2012), sendo importante o estudo desse tema a fim de elucidar os mecanismos

envolvidos e prever possíveis consequências em casos de alterações ambientais.

1.3. Osmorregulação em Crustáceos

Os crustáceos apresentam duas fases consecutivas de osmorregulação (Mantel e

Farmer, 1983; Augusto, 2005). A primeira fase denominada Regulação Anisosmótica

Extracelular (RAE) é a responsável pela manutenção da osmolalidade e composição da

hemolinfa, onde ocorrem alterações na permeabilidade à água e íons pela superfície do corpo

ou por mecanismos ativos de absorção ou excreção pelos epitélios de interfase entre o

organismo e o meio externo (brânquias e glândulas antenais). Durante esta fase, enzimas

como Na+/K+ ATPase, Anidrase carbônica (CA) e V-H+ATPase têm um papel importante

promovendo estes eventos (Firmino et al., 2011) (Tabela 1). As duas primeiras enzimas

citadas são consideradas o componente molecular central no processo sistêmico de transporte

e regulação de íons, visto que estão presentes nas brânquias de todas as espécies eurialinas,

aquelas capazes de tolerar uma ampla variação de salinidade (Henry et al., 2003).
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Tabela 1. Etapas da osmorregulação e sua função; genes, códigos enzimáticos (E.C) com
suas respectivas funções e unidade catalítica.

Etapas
Função da Etapa

Gene de interesse
(Sigla)

E.C
Função da Enzima
(produto gênico)

Unidades
Catalítica

RAE

Manter a 
osmolaridade e 
composição da 
hemolinfa

Na+/K+ ATPase 3.6.3.9 Transporte de íons Α
Anidrase carbônica 
(CA) 

4.2.1.1 Transporte e dissociação 
do CO² e controle do pH

Sítio A

Vacuolar-H+-ATPase 
(V-ATPase;
ATPsintase)

3.6.3.14
Bombeamento de prótons Β

RII

Ajustar os níveis de 
efetores osmóticos 
orgânicos e inorgâ-
nicos, mantendo o 
volume e composi-
ção do meio 
intracelular

Glutamato 
desidrogenase 
(GDH GTDH)

1.4.1.2
Síntese de aminoácidos -

Alanina 
aminotransferase1; 
pyruvato 
transaminase 
(GPT 1; ALAT) 

2.6.1.2

Síntese de Alanina -

Leucina 
aminopeptidase 1 
(LAP)

3.4.11.1 Liberação de aminoácidos 
em terminais amino de 
proteínas ou substratos 
peptídicos

-

A Anidrase carbônica apresenta duas isoformas principais: a citoplasmática e a

aderida à membrana. Essas enzimas respondem de maneiras diferentes à variação de

salinidade. De acordo com Serrano e Henry (2008), em crustáceos decápodes, por exemplo, a

CA associada à membrana responde melhor em animais aclimatados a alta salinidade

enquanto que a CA citoplasmática apresenta maior ação em baixas salinidades, visto que esta

enzima está amplamente envolvida com a captação de íons. 

A V-H+-ATPase é composta por dois domínios, um citoplasmático e um associado à

membrana, estes por sua vez são formado por várias subunidades diferentes. Esses domínios

precisam estar acoplados para que a enzima esteja no seu modo ativo (Firmino et al ., 2011).

Estudos feitos por Weihrauch et al. em 2001 com caranguejos da espécie Carcinus maenas

verificaram a presença dessa enzima nas brânquias de animais expostos a alterações de

salinidade, através da expressão da subunidade B do domínio citoplasmático, pois além de

fazer parte do domínio catalítico, é também a porção mais conservada da enzima. Mas, as

respostas obtidas indicaram que os animais extremamente euralinos apresentaram uma maior

expressão da enzima, enquanto aqueles animais denominados moderados não demonstraram

o mesmo padrão de expressão.
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O inicio da segunda fase da osmorregulação, a Regulação Isosmótica Intracelular

(RII), indica o estresse osmótico, caracterizado pela alteração do volume celular, induzida

pela diferença de concentração de soluto entre o meio intra e extracelular (Fernandes, 2010).

Sendo assim a principal função da RII é reverter essa perda da homeostase mantendo o

volume e composição do meio intracelular através do ajuste dos níveis internos de efetores

osmóticos orgânicos como peptídeos e aminoácidos livres (Figura 1), e inorgânicos como K+

e Ca²+. Quando submetidos a meio hipo-osmótico as células tendem a inchar enquanto no

meio hiperosmotico elas murcham acionando assim diferentes sistemas de transporte de íons

e solutos orgânicos na membrana plasmática para recuperar o volume celular (Häussinger et

al., 1994). Mudanças no volume celular interferem nas funções metabólicas. Mediante a

perda de volume celular a degradação de proteínas, glicogênio e lipídeos é estimulada

enquanto sua síntese é inibida, visando aumentar a concentração de efetores osmóticos

(Häussinger, 2004).

Figura 1. Alteração da concentração de efetores intracelulares (Modificado de Fernandes, 2010).

Na etapa RII é importante a atividade de enzimas como a Glutamato desidrogenase

(GDH) (Wang et al., 2012), Glutamato piruvato transaminase (GTP) (Burton e Feldman,

1983) e a Leucine aminopeptidase (LAP) (Gillespie, 1991) (Tabela 1). A GDH está dividida
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em quatro classes, mas apenas a GDH-1 e GDH-2 têm uma ampla distribuição taxonômica.

Essas enzimas, localizadas nas mitocôndrias, são mais expressas nos tecidos musculares e

estão diretamente ligadas a degradação de proteínas liberando aminoácidos no meio. No

entanto, em estudos feitos com o crustáceo copépode Tigriopus californicus (Baker, 1912),

não se observou aumento significativo na atividade e expressão da GDH mediante estresse

hiperosmótico (Wang et al., 2012). Já a GPT é uma isoenzima que participa da fase final da

síntese da alanina e está presente no citoplasma de células do hepatopâncreas (Burton e

Feldman, 1983). A LAP é uma das maiores aminopeptidases citosólicas, quando considerado

o tamanho. Esta enzima tem sido identificada em muitos micro-organismos, mas pouco é

conhecido ainda sobre sua estrutura, atividade e funções biológicas (Hatta et al., 2006).

Aloenzimas específicas da LAP foram responsáveis pela sobrevivência diferencial de

mexilhões Mytilus galloprovincialis submetidos a diferentes condições de salinidade (Koehn

et al., 1980). 

As duas etapas da osmorregulação em crustáceos se complementam. A hemolinfa

funciona como um tampão contra alterações no volume intracelular. Então, quanto mais

eficaz for a primeira etapa RAE, mais protegida ficará a célula, reduzindo o papel da fase RII

(Batista, 2010). A ativação ou inativação dessas etapas ajuda a classificar os organismos em

osmorregulares ou osmoconformadores. Durante a osmorregulação as enzimas presentes na

primeira fase tendem a aumentar sua atividade para manter a concentração iônica da

hemolinfa estável (Batista, 2010). Hiper-regulação consiste em manter a osmolalidade da

hemolinfa superior ao meio; enquanto na hiporegulação, a concentração de íons da hemolinfa

se mantêm inferior a do meio. Quando o animal não é capaz ou deixa de realizar esses

processos, ele passa a ser denominado osmoconformador, condição na qual a concentração

osmótica da hemolinfa acompanha a do meio externo. Os íons presentes na água, devido ao

gradiente eletroquímico, entram na hemolinfa e a célula tem que começar a trabalhar para

que suas estruturas não sejam danificadas.

1.4. Estresse oxidativo e osmorregulação

A ativação do metabolismo energético como resultado do estresse osmótico, com a

consequente alteração do equilíbrio eletrolítico (Lignot et al., 2000), leva à geração de

espécies reativas de oxigênio (ERO), podendo causar dano oxidativo (Lushchak, 2011).

Sabe-se que 5% dos processos de oxidação biológica em organismos aeróbicos levam ao

surgimento dessas moléculas (Hermes-Lima e Gonçalves., 2001).

7



No entanto, os organismos que sofrem as consequências da presença dessas ERO

desenvolveram um mecanismo de defesa contra os efeitos dessas moléculas. Estes podem ser

tanto enzimáticos quanto não enzimáticos (vitaminas). As enzimas que participam desse

processo de defesa são as chamadas antioxidantes, responsáveis por diminuir a presença das

ERO e assim evitar os problemas causados pelo estresse oxidativo (Segall et al., 2000).

Dentre elas estão a glutationa peroxidase (gpx), a superóxido dismutase (sod) e a catalase

(cat) (Tabela 2). 

A gpx é a principal enzima antioxidante responsável por eliminar o peróxido de

hidrogênio (H2O2) gerado pela respiração celular (Aruoma, 1998), além de ser conhecida por

desempenhar um papel fundamental na reprodução de crustáceos (Xia et al.,2013). Esta

enzima apresenta 6 classificações, variando em estrutura molecular, substrato e sítio catalítico

(Freitas, 2011). A expressão e atividade da gpx demostraram ser significativamente reguladas

positivamente em estudos envolvendo camarões da espécie Penaeus monodon e

Macrobrachium rosenbergii infectados com micróbios, indicando uma tentativa do

organismo de eliminar ERO excessivas provocadas pela infecção (Liu et al. 2010 e Yeh et

al.,2013).
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Tabela 2. Função do estresse oxidativo, genes envolvidos seus códigos enzimáticos (E.C) e suas
respectivas enzimas antioxidantes com suas funções e unidades catalíticas.

Função do
estresse oxidativo

Gene de interesse 
E.C da
Enzima

Função da Enzima
Unidade

Catalítica

Eliminar as 
espécies reativas 
de oxigênio, 
evitando dano 
oxidativo das 
células.

Superóxido dismutase 
mitocondrial e 
citoplasmática (sod)

1.15.1.1
Remove o radical superóxido
das ERO

Manganês
dependente

(Mn)

Catalase (cat)* 1.11.1.6

Evita o acumulo de 
metahemoglobina e 
decompõe o peróxido de 
hidrogênio

-

Glutationa peroxidase
(gpx) 1.11.1.9

Reduz qualquer peróxido de 
hidrogênio

Selênio
dependente

*Gene já caracterizado para o anfípode Q. lutzi por Vieira (2014).

A enzima sod faz parte da primeira linha de defesa do organismo contra o dano

oxidativo. Ela é responsável por catalisar a quebra do ERO superóxido em oxigénio e

peróxido de hidrogênio (Marchand et al., 2009). Em geral ela está presente em todos os

organismos vivos e é dependente de um cofator metálico para realizar a catálise. Assim, a sod

se divide em dois grandes grupos a Cu/Zn sod, que é a forma citoplasmática dependente de

cobre e zinco, e a Mn sod, que é a forma mitocondrial, dependente de magnésio. Mas, em

animais onde o transporte de oxigênio é feito por meio da hemocianina dependente de cobre

(Cu), como nos crustáceos, a Cu/Zn sod passou a ser extracelular e a Mn sod citoplasmática

substituiu sua função (Marchand et al, 2009). De acordo com Brouwer et al (2003) a citMn

sod é a forma precursora da enzima que é transportada para a mitocôndria onde é clivada,

perdendo sua sequência sinal N-terminal e dando origem a mitMn sod.

A cat completa esse grupo de enzimas que desempenham um papel central na

desintoxicação enzimática (Arockiaraj, 2012). Esta é uma das enzimas mais eficientes

encontradas dentro da célula, fortemente expressa, sua função resume-se em manter o

equilíbrio redox celular promovendo a eliminação do peróxido de hidrogênio (Zhang, et al,

2008). A enzima é  altamente conservada e apresenta estrutura tetramérica, sendo cada

subunidade idêntica com um sítio ativo muito estável (Arockiaraj, et al, 2012). 

Mediante a alteração físico-química no ambiente e a resposta do organismo em

questão, a expressão gênica e atividade dessas enzimas podem ser moduladas (Batista, 2010).

Dessa forma, a expressão aumentada das enzimas antioxidantes nos indica a tentativa do
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organismo em combater o estresse oxidativo para permanecer vivo (Batista, 2010). No

camarão Litopenaeus vannamei foi possível observar mudanças na atividade das enzimas cat,

sod, gpx e da Na+/K+ - ATPase já nas 24 h de exposição a alterações agudas de salinidade

(Liu et al., 2007; Erchao et al., 2011).

Estudos que envolvem análise de expressão gênica são realizados atualmente por PCR

em tempo real, técnica de alta precisão, que fornece exatamente a quantidade de ácidos

nucleicos amplificáveis a partir de uma determinada reação (Randoc, et. al., 2004). Sendo

assim, como saber se a expressão de um determinado gene foi efetivamente alterada pelas

condições do experimento ou se foi um artefato da técnica? Para solucionar essa questão e

obter resultados mais robustos e confiáveis, deve-se utilizar um gene de referência, ou seja,

um gene que não seja influenciado pelas condições experimentais e assim possa ser

comparado com os genes de interesse (Randoc, et. al., 2004). Os genes de referência mais

utilizados, em diferentes táxon e tratamentos são os correspondentes as seguintes proteínas:

β-actina, uma proteína citoplasmática que constitui os microfilamentos do citoesqueleto

(Perrim e Ervasti, 2010); β-tubulina que é uma proteína globular de 55 kDA e responsável

por constituir os microtúbulos do citoesqueleto; e o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH - EC 1.1.2.12), que com 37 kDa, participa efetivamente da via glicolítica. 

1.5. O anfípode Quadrivisio lutzi.

O gênero Quadrivisio foi descrito pela primeira vez por Stebbing (1907) e

caracteriza-se por quatro olhos bem desenvolvidos. O anfípode Q. lutzi (Figura 1) foi descrito

por Shoemaker (1933) em Georgetown, Guiana. Os machos podem atingir 11 mm de

comprimento com uma média de 7,2 ± 2,2 mm com sua curvatura natural (LB), enquanto as

fêmeas podem chegar a 10 mm de comprimento com uma media de 5,7 ± 1,8 mm (Medeiros

e Weber, 2016). A espécie já foi relatada em São Paulo, Brasil (Leite et al., 1980) e

corresponde a uma das diversas espécies de invertebrados observados nas lagoas costeiras do

norte do estado do Rio de Janeiro (Henriques-de-Oliveira et al., 2007.; Medeiros e Weber,

2016).

Este crustáceo é encontrado no sedimento das lagoas, associado a matéria orgânica

vegetal  ou eventualmente, associado às macrófitas na coluna de água. A ordem Amphipoda

abrange invertebrados considerados como bons bioindicadores por serem sensíveis a

estressores (Domingues e Bertoletti, 2006) e de fácil manejo em laboratório por apresentar

ciclo de vida curto e desenvolvimento direto. Os anfípodes representam também um
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importante papel nas cadeias tróficas, pois são animais omnívoros decompositores que

degradam a matéria orgânica morta, principalmente vegetal. 

Figura 2. Exemplar macho do anfípode Quadrivisio lutzi.

O anfípode Quadrivisio lutzi representa um modelo invertebrado interessante para

estudos de monitoramento ambiental e já tem sido utilizado em estudos de ecotoxicologia

(Weber et al., 2013; Souza, 2015). Esta espécie, que pode ser abundante em algumas lagoas e

em algumas épocas do ano (como nos períodos de chuva), se torna extremamente rara em

períodos de estiagem. Em um estudo recente constatou-se que o  anfípode Quadrivisio lutzi

apresenta um alto potencial reprodutivo que lhe permite recuperar seus tamanhos

populacionais em pouco tempo nos ambientes altamente instáveis das lagoas costeiras da

região (Medeiros e Weber, 2016).

A necessidade de avaliar a persistência desta espécie nas lagoas costeiras do Norte

Fluminense, levou à realização de um estudo sobre sua tolerância à salinidade e temperatura

(Souza, 2015). Este autor observou que o anfípode Q. lutzi hiper-regula até aproximadamente

18 de salinidade (Figura 3) igualando a concentração da hemolinfa a do meio numa

salinidade de 20, caracterizando um quadro de osmoconformação. Ainda como resultado

desse estudo, a concentração letal (LC50) de sal para o anfípode Q. lutzi, foi de 35,9. A maior

concentração sem efeito observado (CENO) foi de 18 de salinidade, enquanto a menor

concentração com efeito observado (CEO) foi de 26,9 (Souza, 2015).

11



Vieira (2014) avaliou a expressão de enzimas do estresse oxidativo no anfípode Q.

lutzi submetidos a fração solúvel de petróleo. Neste estudo foi estabelecida a Qlactb como o

melhor gene de referência quando avaliada junto com os outros genes candidatos a β-tubulina

e GAPDH. Também foram obtidas nesse estudo as sequência nucleotídicas da Qlcat e Qlgpx

do anfípode Q.lutzi.

Figura 3. Alteração da osmolalidade da hemolinfa do anfípode Quadrivisio lutzi e do meio a
diferentes salinidades. As setas indicam o ponto de osmoconformação e o possível inicio do
estresse oxidativo. Extraído e modificado de Souza (2015).

O estudo da análise da expressão gênica das enzimas antioxidantes no anfípode Q.

lutzi mediante o aumento gradativo da salinidade permitirá observar a relação entre

osmorregulação e estresse oxidativo. No momento da perda da capacidade de hiper-regular

observada por Souza (2015) acreditas-se que enzimas antioxidades comecem a ser mais

expressas visando reverter o quadro de estresse oxidativo, já o aumento da expressão desses

genes poder comprovar um quadro prévio de estresse osmótico responsável por desencadear

o estresse oxidativo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar o momento no qual ocorre a perda da homeostase do anfípode Quadrivisio

lutzi frente ao aumento de salinidade e nestas condições avaliar um possível aumento do

estresse oxidativo.

2.2. Objetivos específicos

-Determinar os parâmetros ambientais das lagoas costeiras da região norte do estado do Rio

de Janeiro em relação à ocorrência do anfípode Quadrivisio lutzi. 

-Identificar e caracterizar o gene que codifica para a enzima Superóxido dismutase no

anfípode Quadrivisio lutzi.

-Desenhar primers para o gene da Superóxido dismutase do anfípode Quadrivisio lutzi e

estabelecer as condições de amplificação por PCR em tempo real.

-Analisar o processo de osmorregulação através da avaliação da osmolalidade da hemolinfa e

da expressão de genes possivelmente envolvidos nestes processos.

3. METODOLOGIA

3.1. Parâmetros físico-químicos das lagoas costeiras e sua relação com a ocorrência do 

anfípode Quadrivisio lutzi.

Os parâmetros físico-químicos, de turbidez, dureza, temperatura, pH, oxigênio dissolvido

e salinidade foram obtidos de 22 lagoas presentes na região norte fluminense no município de

Campos: Lagamar; no município de Quissamã: Pitanga, Ubatuba, Casa Velha, Barrinha,

Preta, Pires, Catingosa, Visgueiro, Robalo, Maria Menina, Peri-peri I, Peri-peri II, Garças,

Bezerra, Amarra-boi, Paulista e Encantada; município de Carapebus: Carapebus; município

de Macaé: Cabiúnas, Comprida e Imboassica (Tabela 3, Figura 4). A transparência da água

das lagoas, foi determinada através da  profundidade na qual desaparece completamente o

disco de Secchi, de acordo com Esteves (2011b). A dureza da água foi obtida utilizando um

kit comercial da marca LabconTest, onde cada ponto de dureza (1º dH) correspode a 71,6

ppm de CaCO3. Os parâmetros das lagoas foram obtidos com um aparelho portátil
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multiparamétrico marca YSI, modelo 556. As informações correspondentes às coletas como

data, coordenadas e município são encontradas na Tabela 3. Para cada lagoa foi verificada a

ocorrência do anfípode Q. lutzi.

Figura 4. Lagoas visitadas, cujos parâmetros físico-químicos foram obtidos. As lagoas indicadas com
estrelas indicam a ocorrência do anfípode Quadrivisio lutzi; as indicadas com círculos foram
avaliadas, mas não foram encontrados anfípodes. Município de Quissamã: (PT) Pitanga, (PR) Preta,
(CT) Catingosa, (VG) Visgueiro, (RB) Robalo, (MM) Maria Menina, (PI) Peri-peri I, (PII) Peri-peri
II, (GZ) Garças, (BZ) Bezerra, (AB) Amarra-boi, (PL) Paulista e (EN) Encantada; Município de
Carapebus: (CP) Carapebus; Município de Macaé: (CO) Comprida, (CB) Cabiúnas e (IB) Imboassica.
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Tabela 3. Locais de coleta, datas e coordenadas.

PONTO LOCAL MUNICÍPIO COORDENADAS DATA 

1 Lagamar (LM)
Campos 22°03’35,1’’S;

41°05’00,7’’W
29/02/2016

2 Pitanga (PT)
Quissamã 22°09’40,8’’S;

41°17’53,3’’W
29/02/2016

3 Ubatuba (UB)* Quissamã Não amostradas 29/02/2016

4 Casa Velha (CV)* Quissamã Não amostradas 29/02/2016

5 Barrinha (BR)** Quissamã Não amostradas 29/02/2016

6 Preta (PR)
Quissamã 22°10’25,7’’S;

41°20’51,3’’W
29/02/2016

7 Pires (PE)** Quissamã Não amostradas 29/02/2016

8 Catingosa (CT)
Quissamã 22°11’12,7’’S;

41°23’45,7’’W
29/02/2016

9 Visgueiro (VG)
Quissamã 22°11’21,4’’S;

41°24’21,7’’W
29/02/2016

10 Robalo (RB)
Quissamã 22°12’02,4’’S;

41°26’09,7’’W
03/03/2016

11 Maria Menina (MM)
Quissamã 22°12’02,4’’S;

41°27’03,0’’W
03/03/2016

12 Peri-peri I (PPI)
Quissamã 22°12’14’’S;

41°27’34,1’’W
03/03/2016

13 Peri-peri II (PPII)
Quissamã 22°12’27,2’’S;

41°28’19,1’’W
03/03/2016

14 Garças (GZ)
Quissamã 22°12’44’’S;

41°29’15,6’’W
03/03/2016

15 Bezerra (BZ)
Quissamã 22°13’03,6’’S;

41°30’11,2’’W
03/03/2016

16 Amarra boi (AB)
Quissamã 22°13’14,6’’ S;

41°30’47,5’’W
03/03/2016

17 Paulista (PL)
Quissamã 22°14’02,5’’S;

041°32’40,4’’W
03/03/2016

18 Encantada (EM)
Quissamã 22°14’12,1’’S;

41°32’59’’W
03/03/2016

19 Carapebus (CP)
Carapebus 22°14’11,9’’S;

41°35’28,8’’W
03/03/2016

20 Comprida (CO)
Macaé 22°16’53,3’’S;

41°39’21,8’’W
17/03/2016

21 Cabiúnas (CB)
Macaé 22°17’57,0’’S;

41°41’19,9’’W
17/03/2016

22 Imboassica (IB)
Macaé 22°15’11,9’’S;

41°35’28,8’’W
07/03/2016

*Completamente secas; **Quase seca e extremamente lodosa o que impossibilitou a amostragem .

3.2. Obtenção de regiões dos genes envolvidos na osmorregulação

3.2.1 Alinhamento de sequências e desenho de primers degenerados

Visto que o modelo animal escolhido não apresenta seu genoma sequenciado, obtivemos os

genes de interesse a partir da sequência de outros organismos, em sua maioria crustáceos, disponíveis

no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information, EUA;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) , d o p r o j e t o g e n o m a d o a n f í p o d e Parhyale hawaiensis
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(http://asgard.rc.fas.harvad.edu) e do genoma do cladócero Daphnia pulex (Daphnia Genomics;

http://wfleabase.org/). Foram obtidas as sequências e alinhadas dos seguintes genes: Na+/K+

ATPase; anidrase carbônica citoplasmática; anidrase carbônica aderida à membrana; V-

ATPase; leucine aminopeptidase; glutamato desidrogenate; glutamato piruvato transaminase;

superoxide dismutase citoplasmática e mitocondrial (Tabela 4).

As ferramentas de bioinformática blast e tblastn foram empregadas visando obter as

sequências gênicas com a maior similaridade possível. As fases abertas de leitura (ORFs) das

sequências obtidas foram extraídas com o programa ORF Finder (NCBI, EUA).

As sequências obtidas para cada gene foram alinhadas com o auxílio do programa

online ClustalW2 (EMBL-EBI, Inglaterra), que permitiu identificar as regiões mais

conservadas de cada gene (Anexo 1 a 10). A partir desses pequenos fragmentos com pouca

variação entre as espécies foram desenhados os primers degenerados (Tabela 4). Outras

características indicadas por PCR Primer Design Guidelines - Premier Biosoft

(http://premierbiosoft.com) também foram levadas em consideração (18 a 24 nucleotídeos;

40 a 60% de CG; 50 a 60ºC; Hairpin > -3 e Self-dimer >-6) e o programa Oligoanalyser

( I D T , I n t e g r a t e d D N A T e c h n o l o g i e s ;

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/  ) f o i e m p r e g a d o p a r a

otimização de condições como Tm (temperatura de fusão), potencial de autoanelamento e

potencial de formação de homo e heterodímeros. Além disso, foi observada a posição da

última base no extremo 3’OH do primer, pois esta não poderia corresponder a última base de

um códon, visto que essa é a posição mais variável, podendo levar a ineficácia do mesmo. O s

primers foram sintetizados pela empresa Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul) e foram

ressuspendidos em TE (10 mM de Tris-HCl e 0,1 mM de EDTA) a uma concentração de 100

µM.
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Tabela 4. Primes degenerados senso e antisenso desenhados para a amplificação dos genes de
interesse, mostrando o tamanho esperado de cada fragmento. 

(r) a ou g; (y) c ou t; (s) g ou c; (k) g ou t; (m) a ou c; (d) a, g ou t; (w) a ou t; (v) a, g ou c; (b) g, c ou t.

3.2.2 Amplificação com primers degenerados, sequenciamento e análise dos

fragmentos obtidos.

Com o objetivo de testar os primers degenerados, foi utilizado o DNA genômico do anfípode

Q. lutzi disponível no laboratório. As reações de amplificação dos genes de interesse foram

realizadas pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com os componentes descritos na

Tabela 5, e submetidas ao ciclos de temperatura descrito na tabela 6 utilizando o

termociclador Mastercycler (Eppendorf). Os primers foram testados utilizando um gradiente

de temperaturas de 46°C a 60ºC para a etapa de anelamento, variando as concentrações de

MgCl2 da reação, visando aumentar a especificidade dos primers.
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Sequências (5’-3’)

Gene
Nome dos 
primers

Primer senso (nt) Nome dos 
primers

Primer antisenso (nt) Tamanho
fragmento

esperado
(pb) 

Na+/K+ ATPase PNaK-F1 tcaactcyaccaacaartacc (21) PNak-R1 atgataccyacrgacttg (18) 418

Anidrase carbônica 
citoplasmática

PCA1-F2 cagtcsccyattgacatc (18)
PCA2-R1

aggaacatcccvagyacr (18)
296

Anidrase carbônica 
aderida à membrana

PCA3-F1 cagtcbcccatcaacmtyg (19)
PCA3-R1

gtygatggtgtgctcrga (18)
173

V-ATPase
PVATP-F1 gtgtgyctsttcttgaactt (20 )

PVATP-R1
atctccttggggaaratwc(19)

726

Leucine aminopeptidase PLAP-F2 tyggcaagggcatygtmta (19)
PLAP-R2
PLAP-R3

catccgtgttrttgatytc (19)
crtgatayttgccwgtkg (18)

850
630

Glutamato 
desidrogenase

PGDH-F1 agaaratcacycgtcgctt (19)
PGDH-R1

tggttsaggttcttbagcc (19)
886

Glutamato piruvato 
transaminase

PGPT-F1
PGPT-F2

cscartatccdmtgtattc  (19 )
agaaggaactggadmagg (18)

PGPT-R1
PGPT-R2

cyttsgagcakgacatgaa(19)
cttcttgaacgasyrgaac (19)

341
691



Tabela 5. Componentes da reação de amplificação dos genes de interesse por PCR.

Componentes 1 reação (µl)
Concentração

Final

Água livre de nucleases Para ajustar volume final

Tampão de reação 5x 5 1x

MgCl2 [25mM]* 1,5 à 3 1,5 – 3 mM

dNTPs [10mM] 1 0,4 mM

Primer senso [10mM] 0,1 0,04 µM

Primer antisenso [10mM] 0,1 0,04 µM

Enzima Taq DNA polimerase 10 U/µl 0,3 3U

Total dos componentes
DNA

24 
1 100-200 ng/µl

Volume final da reação 25 

*Componente que sofreu variação no decorrer dos testes visando otimizar a reação e aumentar a especificidade 
dos primers.

Tabela 6. Ciclos de temperatura programados no termociclador para amplificação dos genes de 
interesse por PCR.

Ciclos Etapas Temperatura

(ºC)

Tempo

(min)

1 Desnaturação inicial 94 4

35-40*

Desnaturação 94 1
Anelamento dos

primers

Gradiente de 46,1

a 60
1

Extensão 72 1

1 Extensão final 72 7

*Número de ciclos variou no decorrer dos testes, visando obter os fragmentos desejados.

Em seguida o produto de PCR foi submetido a eletroforese durante 50 min em um gel

de agarose 1,5% em tampão TEB 1x (0,9 M Tris-borato; 0,02 M EDTA). Após a eletroforese,

o gel foi imerso em solução de brometo de etídio (0,5 µg/mL) por 30 min e logo foi

digitalizado com fotodocumentador sobre um transiluminador com luz UV 254 nm. Os

fragmentos com tamanho esperado foram isolados a partir do gel e purificados com o Kit

Wizard Purification Systems (Promega). Uma vez conferido o sucesso da purificação, os

fragmentos de DNA foram enviados à empresa Macrogen Inc. para seu sequenciamento.
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Aqueles com apenas um fragmento amplificado foram enviados para sequenciamento como

produto de PCR. As sequências obtidas foram analisadas com o auxilio do programa

ChromasPro version 1.6 (Technelysium Pty Ltd). Essas sequências foram comparadas com

sequências de outros organismos, através das ferramentas de bioinformática blastx e tblastx

(NCBI, EUA), visando identificar se o fragmento em questão correspondia ao gene esperado.

3.3. Desenho de primers específicos para PCR em tempo real e estabelecimento das

condições de amplificação.

Devido a não ter conseguido amplificar os fragmentos dos genes da Tabela 4, com

exceção do Qlsod, foi dada continuidade ao trabalho apenas com os genes Qlactb, Qlcat,

Qlgpx e Qlsod. Foi necessário desenhar somente primers específicos para Qlgpx e Qlsod, já

que se dispunha de primers para Qlactb e Qlcat (Vieira, 2014). 

Após a análise das sequências obtidas do Qlsod e confirmada sua correspondência

com a região gênica de interesse, foi comparada com sequências homólogas de outros

crustáceos para identificar regiões de éxons e íntrons e em seguida desenhar primers

específicos adequados para ensaios de PCR em tempo real. O processo de desenho dos

primers específicos se deu com o auxílio da ferramenta online Real-time PCR (IDT-

Integrated DNA Technologies, EUA). Para o desenho de primers específicos do gene da

Qlgpx foi utilizada a sequência obtida por Vieira (2014) (Figura 5). Na Tabela 7 são

apresentados os primers específicos utilizados neste estudo.

Figura 5. Região do gene da Glutationa peroxidase obtida do anfípode Quadrivisio lutzi por Vieira
(2014).
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TGCAACCAGTTCGGCAAGCAAGAGCCTGGAGCAACTGCCGAGGAGATCATGAACGGCATCAGATA
CGTGCGTCCAGGAGGAGGCTTCCAGCCCGCCATCGACCAATTCTTCGCGAAGGTGGACGTCAACG
GCGCGGACGAGCTGCCTCTCTACACCTACCTCAAGGGCTCCTGCAGTCACACGTTCACTGAATTC
AAGCGCCCCAGCGTTCTTTTCTACTCGCCGTTGCGTTTGGGCGACATTTACTGGAACTTCGAGAA
ATTCCTG



Tabela 7. Primers específicos desenhados para os genes da Qlactb e Qlcat (Vieira, 2014) e para os
genes Qlgpx e Qlsod obtidos no presente trabalho.

SEQUÊNCIAS (5’-3’)

Gene
Nome do 
primer

Primer senso (nt) TM
(ºC)

Tamanho do
fragmento esperado

(pb)

Qlactb Act-q1-F1
Act-q1-R1

ctggtattgtgctcgactctg (21)
aaccacgctcagtcatgatc (20)

62,2
60,4 147

Qlcat Cat-q1-F1
Cat-q1-R1

gacttgcacaacgccattg (19)
gaatcagaggatagtcaccgtg (22)

60,2
62,7 145

Qlgpx GPx-q-F
GPx-q-R

tcatgaacggcatcagatacg (21
agtgaacgtgtgactgcag (19)

62,2
62,2 143

Qlsod SODC-q-F
SOD-q-R

caaacatggctccaaactcc (20)
caacctgagcccttcactc (19)

58,4
59,5 142

Os primers específicos foram testados por PCR nas condições descritas na Tabela 8 e

9. Foram utilizados amostras de DNA genômico e controles negativos (sem DNA) para

verificar a ocorrência de possível contaminação. Em seguida o produto de PCR foi submetido

a eletroforese em um gel de agarose 1,5% como descrito anteriormente, para verificar a

eficácia dos primers. 
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Tabela 8. Ciclos de temperatura programados no termociclador para teste dos primers específicos

Ciclos Etapas Temperatura
(ºC)

Tempo
(min)

1 Desnaturação inicial 94 4

30

Desnaturação 94 0,5

Anelamento dos
primers

60 0,25

Extensão 72 0,25

1 Extensão final 72 5

Tabela 9. Componentes da reação de amplificação para teste dos primers específicos.

Componentes
1 reação (µL) Concentração

final

Água livre de nucleases Para ajustar volume final

Tampão de reação 5x 3 1x

MgCl² [25mM] 1 1,5 mM

dNTPs [10mM] 0,3 0,2 mM

Primer senso [10mM] 0,3 0,2 µM

Primer antisenso [10mM] 0,3 0,2 µM

Enzima Taq DNA polimerase 10 U/µl 0,4 4U

Total dos componentes
DNA

14,5 
  0,5 100-200 ng/µL

Volume final da reação 15 µL

3.4. Resposta do Q. lutzi durante ao estresse osmótico.

3.4.1. Bioensaios

Exemplares do anfípode Q. lutzi foram coletados na lagoa de Carapebus (ver Tabela

3), acondicionados em recipientes plásticos com vegetação e água da lagoa, e transportados

para o laboratório. As coletas para os três bioensaios foram realizadas nos dias 11 de agosto

de 2015; 13 de janeiro de 2016 e 13 de abril de 2016, respectivamente. Vinte litros de água da

lagoa também foram coletadas para a manutenção dos anfípodes, cujos parâmetros físico-

químicos foram determinados (Tabela 10). A dureza foi determinada com o kit dureza total

Gh da empresa LabconTest e os outros parâmetros foram determinados pelo aparelho
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multiparamétrico especificado anteriormente (Ponto 3.1). Durante a triagem, os anfípodes

foram separados com o auxilio de uma pipeta plástica pasteur por sexo e acondicionados em

recipientes de vidro de 1 L contendo água da lagoa filtrada em filtro de papel e esterilizada

com UV 254 nm da lagoa. O alimento consistiu em restos de matéria vegetal seca obtidas da

lagoa, esterilizados por autoclavagem, mais um suplemento alimentar neon-MEP200 da

marca Alcon. Eles foram mantidos em incubadora com fotoperíodo de 12/12h (dia/noite) e

temperatura de 27 ± 1ºC. Durante o período de aclimatação de cinco dias no laboratório, a

água na qual foram mantidos os anfípodes era substituída a cada dois dias.

Tabela 10. Parâmentros físico-químicos da água da lagoa no momento da amostragem dos anfípodes
para os bioensaios, sendo a agua utilizada nos controles e para preparação das soluções salinas.

Parâmetros físico-
químicos 

Bioensaio I Bioensaio II Bioensaio III

Salinidade 9,0 5,4 3,9
pH 7,51 6,7 6,7
O2 dissolvido (mg/L),
  Saturação (%)

7,2 
95

7,2 
89

7,9 
92

Dureza (ppm CaCO3) >450 >450 >450
Temperatura (°C) 26,5 27 29,3

A água com as diferentes salinidades foi preparada da seguinte forma: o sal marinho

artificial (Natural Ocean, Up-Acqua, Anexo 11) foi pesado de acordo com a salinidade de

desejada e dissolvido em água da lagoa filtrada, esterilizada e misturada com o auxilio de um

agitador magnético. Uma vez alcançada à salinidade desejada esta era incubada por 24h para

atingir a temperatura necessária para o bioensaio. No momento da exposição dos anfípodes à

salinidade era medida novamente, para conferir possíveis variações.

Devido ao quadro de agressividade descrito por Souza (2015) nessa espécie, os

machos utilizados neste experimento foram individualizados. De acordo com Buikema e

Benfield (1979) as fêmeas podem apresentar alteração na osmolalidade durante a produção

de ovos e incubação dos mesmos, devido a demanda energética exigida pelo processo.

Portanto é recomendada a utilização somente de machos para este tipo de análise. Em todos

os bioensaios os anfípodes foram acondicionados em recipientes tipo fingerbowl contendo 70

mL de água proveniente da lagoa, devidamente filtrada e esterilizada, onde permaneceram

por mais dois dias em período de aclimatação na unidade experimental.
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No bioensaio I (Figura 6), um total de 110 anfipodes foram expostos em duplicata ao

aumento gradual de salinidade (9, 12, 15, 18, 21 e 24) a cada 48 h. Neste bioensaio o controle

correspondeu à salinidade de 9, na qual foram encontrados os anfípodes na lagoa Carapebus.

Cinco indivíduos do controle e de cada tratamento após 48h eram encaminhados para retirada

imediata da hemolinfa e posterior analise da osmolalidade; outros cinco eram preservados na

solução RNAlater (Qiagen) e congelados em ultrafreezer (-74°C) para as análises da

expressão gênica. 

No bioensaio II (Figura 6), um total de 148 anfípodes foram expostos em duplicata ao

aumento gradual de salinidade (5, 4, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 e 30) a cada 48 h. Neste

bioensaio o controle correspondeu à salinidade de 5,4 na qual foram encontrados os

anfípodes na lagoa Carapebus. Cinco indivíduos do controle e de cada tratamento eram

preservados em RNAlater (Qiagen) e armazenados em ultrafreezer após 48h de exposição a

cada salinidade.

No bioensaio III (Figura 6), um total de 43 anfípodes foram expostos ao aumento

gradual de salinidade (3,9, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 e 32) a cada 48 h. Neste bioensaio o

controle correspondeu à salinidade de 3,9 na qual foram encontrados os anfípodes na lagoa

Carapebus. Cinco indivíduos do controle e nas salinidades de 27, 30 e 32 foram retiradas

após 48h de exposição para análise da osmolalidade. Para a análise da expressão gênica dos

indivíduos expostos por 48h a salinidade de 32, foram extraídos dois grupos de cinco

indivíduos para preservação em RNAlater.

A sobrevivência foi avaliada para cada bioensaio e comparadas pelo Teste U de

Mann-Whitney a um nível de significância de 0,05. Essa análise foi realizada com o pacote

estatístico STATISTICA, v7 (Statsoft, Inc.).
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Figura 6. Desenho experimental para a avaliação de respostas durante a osmoregulação do anfípode

Quadrivisio lutzi. “X” representa as salinidades que não foram possíveis a amostragem de indivíduos;

as bolas vermelhas representam as salinidades em que foram amostrados indivíduos para a analise da

osmolalidade e a azul indica a salinidade em que foram amostrados indivíduos para a análise da

expressão gênica.

3.4.2. Obtenção da Osmolalidade.

Os animais foram anestesiados em gelo e sua hemolinfa foi obtida com seringa de

insulina (0,3 mL; agulha de 6 mm e 0,25 mm de calibre) alcançando o canal sanguíneo

dorsal. A hemolinfa de cinco indivíduos de um mesmo tratamento era coletada num mesmo

microtubo e congelada a -20ºC e logo descongeladas para a avaliação da osmolalidade. A

análise foi realizada no osmômetro de pressão de vapor VAPRO® da empresa WESCOR, no

Laboratório de Ciências Morfo-fisiológicas do NUPEM/UFRJ. A análise do efeito da

salinidade sobre a osmolalidade da hemolinfa e do meio foi realizada por uma ANOVA para

os bioensaios I e III de forma independente. Dada a significância do efeito da salinidade

sobre a osmolalidade se procedeu a realizar um teste post-hoc de Tukey HSD de comparação

de médias, com o valor de 0,05 de significância, através do programa STATISTICA, v7.
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3.5. Quantificação da Expressão gênica.

3.5.1. Extração de RNA e síntese do cDNA.

O RNA de um grupo de 4 anfípodes machos, dos bioensaios II e III, foi extraído com

o minikit RNeasy (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. Esse processo foi realizado

para os anfípodes dos diferentes tratamentos de salinidade. A quantificação e estimativa da

pureza do RNA foram obtidas num aparelho Nanodrop (Thermo Scientific), através da

determinação da sua absorvância a 260 e 280 nm.

Após a extração de RNA, para dar seguimento à síntese do cDNA, as amostras foram

tratadas com a enzima DNase, livre de RNases (RQ1, Promega). Isto, foi necessário para

evitar a amplificação a partir de resquícios de DNA genômico, possivelmente presentes em

amostras a concentrações padronizadas de 50 µg/µL. O preparo da reação foi feito de acordo

com a Tabela 11. As reações eram incubadas a 37 °C durante 30 min e logo eram adicionados

2 μL de tampão de inativação (20mM de EGTA, pH 8), sendo então incubadas a 65 °C

durante 10 min adicionais. Em seguida foi realizada a reação de transcrição reversa (RT)

seguindo as condições descritas na Tabela 12 e utilizando o kit Hight capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystens) (Tabela 13), de acordo com o protocolo do fabricante,

visando obter a primeira fita de DNA complementar (cDNA) por RT-PCR. O cDNA foi

utilizado na etapa seguinte, como molde para a amplificação por PCR em tempo real. Nas

reações de transcrição reversa (RT) foram feitos controles negativo (sem RNA) para

aumentar a confiabilidade do processo, excluindo a possibilidade de contaminação e

confirmando a eficácia dos reagentes e condições de reação. As reações ocorreram no

termociclador Mystercycler Gradiente (Eppendorf).

Tabela 11. Tratamento do RNA com DNase, constituintes e volumes adicionados.

Componentes 1x
Concentração

Final
H2O Ajustar -
RQ1 DNase tampão 10x 2 µL 1x
RQ1 DNase exp 11/13 2 µL 2U
RNA Variável 50 µg/ µL
Volume total da reação 22µL
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Tabela 12. Condições da reação de RT-PCR.

Etapas Tempo (min) Temperatura (ºC)
Incubação 10 25
Incubação 60 37

Incubação 60 37

Inativação da enzima 5 85

Tabela 13. Componentes do kit  Hight capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystens)

Componentes 1 reação (µL)
Concentração 
Final

H2O livre de enzimas nucleases 4,2

Tampão RT buffer 10 x 2 1 x

dNTPs (100 mM) 0,8 0,4 mM

Rondon Primer 10 x 2 1 x

Enzima trancriptase Reversa (50 U/µl) 0,3 15U/ µL

Total dos componentes 9 

RNA 10

Inibidor de RNAse 1

Volume final da reação 20 

Para confirmação da síntese de cDNA as amostras foram submetidas a uma PCR para

a amplificação do fragmento do gene Qlactb, nas condições do PCR em tempo real.

Amplificando os fragmentos esperados, seguia-se para o PCR em tempo real. Foram feitas

curvas de diluição dos cDNAs para determinar a melhor concentração dos mesmos para uso

nas reações de PCR em tempo real. Reações foram conduzidas utilizando diluições de cDNA

nas proporções de 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/1000 e 1/10000, com os oligonucleotídeos

iniciadores para amplificação dos genes Qlactb, Qlcat, Qlsod e Qlgpx.
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3.5.2. Quantificação da expressão gênica através da amplificação por PCR em 

tempo real.

A expressão gênica no anfípode Q. lutzi a diferentes salinidades do meio foram feitas

em triplicata no termociclador Rotor-GeneQ (QIAGEN®) utilizando o kit SYBR®Green, de

acordo com as recomendações do fabricante (Tabela 14). A programação de ciclagem

utilizada para esta reação seguiu as seguintes etapas: desnaturação inicial, 5 min a 95ºC; e 40

ciclos de 5 min a 95ºC e 10 s a 60ºC. 

Tabela 14. Reação utilizada no PCR em tempo real para a amplificação das regiões gênicas 
do Qlactb, Qlcat, Qlsod e Qlgpx, com seus respectivos primers específicos.

Componentes PCR em tempo real Volume (μL)
SYBR®Green

Água

Primer senso(10 μM)

Primer anti-senso(10 μM)

cDNA (50 μg/μL)

5 

3 

0,5 

0,5 

1 

Total 10 

Foi construída uma curva padrão para cada gene, com fator de diluição seriada do

cDNA (1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:1.0000) partindo com a concentração inicial, que

corresponde à amostra de cDNA sem diluição. Esta curva padrão permitiu obter a eficiência

da reação de amplificação, necessária para o cálculo da expressão relativa.

3.5.3. Análises estatística da expressão gênica

A normalidade dos dados de Cq (Número de ciclos no momento de cruzar o limiar de

fluorescência do sinal de fundo) obtidos como expressão gênica para os genes analisados foi

verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov a uma significância de 0,05. A eficiência da

amplificação determinada pelos primers utilizados para a amplificação por PCR em tempo

real das regiões gênicas, foi utilizada para o cálculo da concentração da expressão dos genes
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alvo no tratamento, já descontando a resposta de seu respectivo controle como mostra a

formula a seguir:

Concentração gene alvo = (Ealvo)∆Cq; onde E representa a eficiência dos primers para o

gene alvo e ∆Cq corresponde à diferença entre o Cq do controle respectivo e do tratamento

(Pfaffl et al., 2002).

A expressão relativa foi obtida a partir destas concentrações calculadas a partir da eficiência

dos primers,  considerando o Qlactb como gene de referência:

Expressão relativaalvo= Concentraçãoalvo/ConcentraçãoActina

Em seguida os dados foram analisados estatisticamente por uma ANOVA pelo

programa STATISTICA, V7.
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4. RESULTADOS 

4.1. Parâmetros físico-químicos das lagoas e registro do anfípode Quadrivisio lutzi.

 As lagoas Ubatuba, Casa Velha, Barrinha e Pires se encontravam completamente

secas ou em condições de muita densidade e lodo, não permitindo obter os parâmetros físico-

quimicos da água. Os parâmetros determinados das outras lagoas são apresentados na Tabela

15. Anfípodes da espécie Q. lutzi foram encontrados somente em três das 22 lagoas

amostradas: Lagamar, Carapebus e Imboassica.

Tabela 15. Parâmetros físico-químicos de cada local de coleta e registro de vegetação e do anfípode

Q. lutzi. 

Local (Sigla)
Transparência 
(m)

Dureza 
(ppm 
CaCO3)

Temperatura 
(°C)

pH
OD 
(mg/L)

Salinidade Vegetação Q.lutzi

Lagomar (LM) 0,2 71,6 29,69 7,53 5,3 6,7
Gramínea e
alga

presente

Pitanga (PT) 0,05 17,9 29,9 3,68 4,15 2,99 Macrófitas ausente

Preta (PR) 0,48 35 32,65 6,33 3,74 23,85 Gramínea ausente

Catingosa (CT) 0,26 17,9 31,8 6,94 9,5 24,48 - ausente

Visgueiro (VG) - 71 37,44 8,04 7,98 55,32 - ausente

Robalo (RB) 0,20 125,3 29,5 8,8 7,96 53,89 Gramínea ausente

Maria Menina (MM) 0,2 161,1 29,4 8,2 7,3 20,28 Gramínea ausente

Peri -peri I (PPI) 0,2 71,6 28,9 8,13 7,2 10,11 Gramínea ausente

Peri- peri II (PPII) 26 89,5 29,7 7,73 7,14 7,74 Gramínea ausente

Garças (GZ) 45 71,6 29,6 7,6 7,6 22,16 Gramínea ausente

Bezerra (BZ) 0,2 35,8 30,4 7,64 7,61 3,18
Gramínea e
Macrófitas

ausente

Amarra boi (AB) 0,27 17,9 30,98 3,56 9,6 0,2 - ausente

Paulista (PL) 100 17,9 29,37 3,7 8,09 1,04 Macrófitas ausente

Encantada (EM) 1 35,8 29,44 5,2 7,82 8,16 Gramínea ausente

Carapebus (CP) 0,95 17,9 29,5 5,9 9,4 4,4 Gramínea presente

Comprida (CO) 35 17,9 28,91 4,44 6,33 0,08 Gramínea ausente

Cabiúnas (CB) 120 17,9 28,61 5,7 4,15 0,23
Gramínea e
Macrófitas

ausente

Imboassica (IB) 0,49 20 28,38 7,24 5,97 0,30 Macrófitas presente

 

A figura 7 apresenta os valores de cada um dos parâmetros obtidos nas lagoas,

indicando os limites máximos e mínimos da ocorrência do anfípode. Os limites estabelecidos

para a temperatura e salinidade seguiram os valores obtidos por Souza (2015) no estudo da

tolerância de Q. lutzi a estes fatores, sendo 8ºC o limite inferior de temperatura e 0,2 de

salinidade.
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Figura 7. Parâmetros físico-químicos das lagoas da região Norte Fluminense amostradas. São
destacados os valores mínimos (linha verde) e máximos (linha vermelha) da ocorrência da espécie
Quadrivisio lutzi. (LM) Lagamar; (PT) Pitanga; (PR) Preta; (CT) Catingosa; (VG) Visgueiro; (RB)
Robalo; (MM) Maria Menina; (PI) Piri-piri I; (PII) Piri-piri II; (GZ) Garças; (AB) Amarra-boi; (PL)
Paulista; (EM) Encantada, (CP) Carapebus; (CO) Comprida; (CB) Cabiúnas e (IB) Imboassica.
*Valores obtidos de Souza (2015).

Entre as lagoas onde já foi encontrada a espécie em outras ocasiões, temos a lagoa

Preta com valor de oxigênio baixo (< 4 mg/L) e salinidade levemente acima de 23; a lagoa

Paulista com pH abaixo de 4 e a lagoa das Garças, que se mostrou levemente acima de 21 de

salinidade e levemente acima do pH 7,5. Entre as lagoas onde esta espécie nunca foi

encontrada até o momento, as lagoas Pitanga, Amarra-boi, Encantada, Comprida e Cabiúnas
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apresentaram pH baixos, geralmente abaixo de 5,5. Pitanga e Cabiúnas apresentaram além do

pH ácido, oxigênio dissolvido (O.D) menor que 4,5 mg/L. Outras são hipersalinas, como

Catingosa (S >23), Vesgueiro e Robalo com salinidades acima de 50. As lagoas Maria

Menina e Peri-peri I apresentaram pH maior que 8. Peri-peri II apresenta leve aumento da

dureza e Bezerra diminuição da transparência quando comparadas com os limites colocados

para o anfípode.

4.2. Região do gene Qlsod.

O fragmento obtido do gene Qlsod com os primers degenerados mostrou o tamanho

esperado de aproximadamente 700 pb (Figura 8) e a análise da sequência (Figura 9) revelou

similaridade (54%) com o gene da Mn Phsod2 do anfípode Parhyalle hawaienses (Figura 10)

indicando que corresponde efetivamente a sequência nucleotídica do gene da Qlsod do

anfípode Q. lutzi. Esta sequência foi obtida utilizando os primers desenhados a partir do

alinhamento da Mn Phsod2.

Figura 8. Fragmentos do gene da Superóxido dismutase do anfípode Q. lutzi, amplificado com
primers degenerados PSODC-F1 e PSODC-R1. (M) Marcador molecular de 100 pb;. (1 e 2) produto
amplificado do indivíduo 5; (4 e 5) produto amplificado do indivíduo 6; (7 e 8) produto amplificado
do indivíduo 7; (9 e 10) produto amplificado do indivíduo 8. (CN) controle negativo, sem DNA.
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Figura 9. Sequência nucleotídica de 673pb correspondente à parte do gene Qlsod do anfípode
Quadrivisio lutzi. Em Negrito é representada a região de anelamento dos primers degenerados.
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TTTCTGGACAAACATGGCTCCAAACTCCTCTACGTCTGCTCCTCAGCCCACTGGTGATCT  60

TCTGGCAGCCATTAACTCCAGATTTGGTTCCTTCCAAGCCTTCCAGGTAAACTTTGTAGG 120

ATCACACGTTTCTTTCTAGTTTTTTGTATGAAACTCAATTCTTCTCCAGAGTATTGTGCT 180

TCAACAATTTTCAGCTATATGAAAAGATTAAATATGAACTTTTGAACTTTCCTTCGTGAT 240

TGCATAATCTGTTGATCGGCAAGTTACTGCTGAACCTGATGATGATTGTATCATTTTCGG 300

TTGCTATGCGTAGTAACGCCACAATCCGATAGCCTAGTGGTAGGAGGCTCTGAGTCAGTA 360

TCAAAGGCACTGCYATCACATTTGGACCAGCGTGTACCTGATATAAGCTACCATTTCTAG 420

CGTGATTGCTTTTCTTGGCTGAGGGATTATTGAGCACTTCCTTAAAATACATCCGCTTCC 480

TATGGATGATCTAGATGAAAAATAAGTCGTCTGGAATGTTGTGGAAATTATTTTATTGAA 540

AAATGTATTTTTCTAATTTGCGACTTATGTTTGTGTACAGGAGAAGTTCAGCACCGCCAG 600

CGTGGGAGTGAAGGGCTCAGGTTGGGGCTGGCTTGGCTACTGCCCCACTAAAGATCAACT 660

TGAGATCGCCACCTGCCA                                           720
 



Figura 10. Alinhamento da sequência nucleotídica do gene da Superóxido dismutase nos anfipodes
Parhyalle hawaienses e Quadrivisio lutzi. a qual teve 53,7% de similaridade com o gene da Mn
Phsod2 do anfípode Parhyalle hawaienses. Região inicial do fragmento representa uma região de
exons mostrando uma maior similaridade entre as sequências.

4.3. Primers específicos e amplificação com PCR em tempo real.

A amplificação dos genes alvo por PCR utilizando os primers específicos foi positiva

para o gene da Qlgpx com os primers GPx-q-F e GPx-q-R; obtendo o fragmento esperado de

143 pb (Figura 11). Os primers específicos para o Qlsod (SODC-q-F e SOD-q-R) também

amplificaram os fragmentos de 142 pb esperado para o gene (Figura 12).
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P.hawaienses      CCAAGACCGTCCACCGCTACCGCTCGAGTAAGAAGAACCCCGTCATCGGCTCGGTCGGGG
Q.lutzi           ------ACGTCCACCGCTAGAGTTCAACTAGAAATCACCCCGTCATCGGTTCGGTCGGGG
                         ************  * ** * **  **  ************* **********

P.hawaienses      TCGGCCTCGGGAACTGCCGCTGTGAGCGACGCGACTTAAGCGAGACCTTCAAGACTATCC
Q.lutzi           TTGGACTCGGGAAGTGAGGGTGCGACCGCCACGACTTGAAGAGGACATGTGTTTGTATTC
                  * ** ******** **  * ** ** ** * ****** *    *** *       *** *

P.hawaienses      TGGGCTTGAACCGTTGTTACCGTGACTCCTCTAGGGGGCACCCGAGTCCCCGCCTCGAAC
Q.lutzi           AGCGTTTADATC-TTTTTATGTDAAAAAGTTATTTTATTAAAGGTGTTGTAAGGTCTG-C
                   * * **  * * ** ***     *    *         *   * **       **   *

P.hawaienses      TTCGTAACCCGCGGTACAACCAGGTTTTCTAC---CACACCAAGTCCACTGGAGGTGGTA
Q.lutzi           TGAATAAAAAGTAGATCTAGTAGGTATCCTTCGCCTACATAAAATTC-CTTCACGAGTTA
                  *   ***   *  *  * *  **** * ** *    ***  ** * * **  * * * **

P.hawaienses      ACTTAAACTCCCGTCCCTTGTCTCGCAACGT-CCGCCGCTGCAGCAAGAACCGGACCCGC
Q.lutzi           TTAGGGAGTCGGTTCTTTTCGTTAGTGMCGTATCTTTACCATCGAATATAGTCCATGTGC
                        * **   **  **   * *   ***  *    *    * *   *    *   **

P.hawaienses      AGCAA--CTCGAACCGGCGTCGTCGGAACTCCAACAACTACATCGGGACTACTACGAACC
Q.lutzi           GACCAGGTTTACACTATCGTCACGGAAACT---ATGACTGAGTCTCGGAGGATGGTGATC
                    * *   *   **   ****   * ****   *  ***   **  *     *    * *

P.hawaienses      ACACCACCTAGAGGTATTACTCCG-GTCTCTATACCCCGAGGTCGGGGAACATTAGTATA
Q.lutzi           CGATAGCCTAACACCGCAATGATGCGTATCGTTGGCTTTTACTATGTTAGTAGTAGTCCA
                    *   ****        *    * ** **  *  *      *  *  *  * ****  *

P.hawaienses      AATTCCCCACCGTTCCGCACGAGAGGAAACGAGAGGGGGTCGAGACGGAACTACACCAGT
Q.lutzi           AGT-CGTCATTGAACGGCTAGTTGTCTAATACGTTAGTGCTTCCTTTCAAGTTTTCAAGT
                  * * *  **  *  * **  *      **   *   * *         ** *   * ***

P.hawaienses      TTCTACCTTAACTAGACTCCCAACTCTTGACAAC--CGACTCGTCGGACCCGGTGGACGA
Q.lutzi           ATA-AATTAGAAAAGTATATCGACTTTTAACAACTTCGTGTTATGAGACCTCTT--CTTA
                   *  *  *  *  **  *  * *** ** *****  **  *  *  ****   *     *

P.hawaienses      CCTGACACTACGGTCGTTGTATTAGACGGTAGTTGACCTACGACGCTCGGAGTAGACGTC
Q.lutzi           ACTCAAAGTATGTTWTTTTGATCWTTTCTTTGCACAC-TAGGATGTTTCAAATGGACCTT
                   ** * * ** * *  **  **       * *   ** ** ** * *   * * *** * 

P.hawaienses      GTAATCGTTCGACTAAAAAGGCCTAAACCAGTTGAAGTTACGGCCTCTCGAGTCGATTAA
Q.lutzi           CCGAACCTTCCTTGGTTTAGACCTCAATTACCG------ACGGTCT-TCTAGTGGTC---
                     * * ***        ** *** **  *         **** ** ** *** *     

P.hawaienses      ATGCGAGTTCTCGTCGTTATATCCGTAGGAATAAAGGTAACCTGTACCACTCCTTACACA
Q.lutzi           ACCCGAGTCCTCGCCTGCGTCTCCTCAAACCTCGGTACAACACAGGTCTTTTACCAGGAC
                  *  ***** **** *    * ***  *    *      ***      *  *    *    

P.hawaienses      TCAAATGAACTA
Q.lutzi           CAAAGTTCCTTA
                  ** *    **



O fragmento do Qlactb de 147 pb foi amplificado com sucesso com os primers Act-

q1-F1 e Act-q1-R1 (Figura 13), obtidos de Vieira (2014); e também o gene da Qlcat foi

amplificado com os primers Cat-q1-Fe Cat-q1-R1 obtendo-se um fragmento de DNA de 145

pb (Figura 12). Todos os genes amplificados a partir de amostras de cDNA, eliminando as

chances de contaminação por DNA genômico, como demonstrado pela ausência de

amplificação no branco.

Figura 11. Fragmentos de DNA amplificados a partir dos primers específicos desenhados para o gene
da Glutationa peroxidase para PCR em tempo real. (M) Marcador molecular de 100 pb (Promega);
(CN) Controle negativo do RT-PCR; (BR) Branco, sem cDNA; (1 e 3) produto amplificado do
indivíduo 1; (2 e 4) produto amplificado do indivíduo 2 

Figura 12. Fragmentos de DNA amplificados a partir dos primers específicos desenhados para o gene
da Superoxido dismutase  para PCR em tempo real. (M) Marcador molecular de 100 pb (Promega);
(CN) Controle negativo do RT-PCR; (BR) Branco sem cDNA. (1 e 2) produto amplificado do
indivíduo 1.
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Figura 13. Fragmentos de DNA amplificados por PCR em tempo real, a partir dos primers
específicos desenhados para o gene (1 a 9) Qlactb e(10 a 15) Qlcat , observado em gel de agarose
1%. (M) Marcador molecular de 100 pb (promega); (CN) Controle negativo do RT-PCR; (BR) Branco
sem cDNA. (1 e 10) produto amplificado indivíduo 1; (3 e 11) produto amplificado do indivíduo 2; (5
e 13) produto amplificado individuo 3; (7), produto amplificado do indivíduo 4.

4.4. Sobrevivência dos anfípodes com o incremento de salinidade durante os bioensaios

As sobrevivências dos anfípodes da espécie Q. lutzi nos bioensaios são apresentadas

na Figura 14. Não houve diferença significativa entre a sobrevivência dos controles e tratados

do bioensaio I. Já nos bioensaios II e III, os tratados mostraram uma sobrevivência

significativamente menor que os controles (Tabela 16), portanto houve influência da

salinidade na sobrevivência dos anfípodes.
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Figura 14. Sobrevivência do anfípode Q. lutzi por bioensaio ao longo do tempo (dias) com o aumento
gradual da salinidade.

Tabela 16. Resultados do Test U de Mann-Whitney para comparação da mortalidade entre controle e
tratados.*Valores significativos

Comparação 
C x T

Z ajustado p

Bioensaio 1 -1,46 0,14358
Bioensaio 2 -2,94 0,01261*
Bioensaio 3 -3,95 0,00008*

4.5. Variação da osmolalidade da hemolinfa e do meio com o aumento da salinidade

A variação da osmolalidade do meio e da hemolinfa do anfípode Q. lutzi com o

aumento da salinidade pode ser observada na Figura 15. A osmolalidade da hemolinfa do

anfípode se manteve sempre menor ao do meio a partir da salinidade de 9, mostrando sua

capacidade de hiporegular. No entanto na salinidade de 3,9 os anfípodes se encontravam
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hiper-regulando. Na salinidade de aproximadamente 30, ocorreu um abrupto aumento da

osmolalidade. 

Figura 15. Alteração da osmolalidade do meio e da hemolinfa do anfípode Q. lutzi em resposta ao
aumento gradual da salinidade do meio. Letras maiúsculas diferentes representam médias diferentes
do bioensaio (III) e letras minúsculas representam a comparação de medias no bioensaio (I) de acordo
com o teste de Tukey. Os círculos representam agrupamentos de medias similares que diferem
significativamente de outros agrupamentos de acordo com a ANOVA, quando comparadas todas as
médias sem a distinção de bioensaios.

Comparando os controles e tratados de cada bioensaio houve diferença significativa

na osmolalidade da hemolinfa e meio (Tabela 17). Lembrando que a salinidade dos controles

corresponde a mesma do local de onde os anfípodes foram obtidos.
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Tabela 17. Resultado da ANOVA da avaliação do efeito da salinidade sobre a hemolinfa comparando
controles com tratados.
Bioensaio Comparação 

C x T
F p

I x III Hemolinfa 139,4 <0.00000*
I x III Meio 1.458 <0.00000*
I Hemolinfa 16,2 =0,001974*
I Meio 787,6 <0,00000*
III Hemolinfa 173,8 =0,000108*
III Meio 2.638,4 =00000000*

No bioensaio I a osmolalidade da hemolinfa do controle se mostrou significativamente

diferente da osmolalidade observada nas salinidades igual e acima de 18 (Tabela 18). Já no bioensaio

III houve diferença significativa entre as quatro salinidades observadas exceto entre as salinidades de

30 e 32 (Tabela 19).

Tabela 18. Resultado do Teste de Tukey HSD de comparação de média para o BioensaioI 

1 2 3 4 5 6
Salinidade 195 275 240 310 360 365

1 9 - 0,09534 0,47700 0,02045* 0,00343* 0,00294*
2 13 - 0,68697 0,8697 0,07565 0,06008
3 16 - 0,15292 0,0167* 0,01377*
4 18 - 0,38633 0,30903
5 21 - 0,99991
6 24

Tabela 19. Resultado do Teste de Tukey HSD de comparação de médias para o Bioensaio III.

1 2 3 4
Salinidade 282,50 455,00 775,0 750

1 4 - 0,00879* 0,00038* 0,00041*
2 27 - 0,00102* 0,00131*
3 30 - 0,76934
4 32 -
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4.6. Variação da expressão gênica sob incrementos graduais de salinidade

A amplificação por PCR em tempo real dos genes Qlactb, Qlcat, Qlgpx e Qlsod foi

obtida como podemos observar na Figura 16. 

Figura 16. A. Amplificação por PCR em tempo real mostrando o limiar utilizado para a determinção
do Cq. B. Curva de fusão (melting) correspondente a reação de PCR em tempo real com primers para
os genes (Actina) Qlactb, (CAT) Qlcat, (SOD) Qlsod e (GPx) Qlgpx a partir das amostras de cDNA
do anfipode Quadrivisio lutzi. Branco, sem amostra de cDNA (preto). 

Os valores de Cq obtidos para os genes apresentaram distribuição normal como pode

ser observado nos histogramas de frequência dos valores de Cq por gene (Figura 17). Os

valores de Cq como expressão absoluta obtidos nas diferentes salinidades, se observam na

Figura 18. Analisando os valores absolutos por uma ANOVA fatorial, não foi encontrado

efeito da salinidade. Ao analisar por gene e comparando as salinidades também não foram

encontradas diferenças significativas.
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Figura 17. Distribuição da frequência dos valores de Cq(expressão gênica),para os genes analisados:
(ACT) Qlactb; (SOD) Qlsod; (Gpx) Qlgpx e (CAT) Qlcat . Em vermelho predição de distribuição
normal de acordo com o teste de Kolmogorov-Smirnov, mostrando a normalidade dos dados. 
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Figura 18. Valores de Cq por gene e salinidade na análise da expressão gênica absoluta. (ACT)
Qlactb; (SOD) Qlsod; (GPx) Qlgpx e (CAT) Qlcat.

Ao fazer a análise da expressão gênica relativa ao gene de referência Qlactb, podemos

observar uma elevação da Qlgpx na salinidade de 32 (Figura 19). Nesta análise, todos os

valores relativos do Qlactb passam a ser igual a 1, indicando que valores menores a 1 dos

outros genes representam espressão reduzida em relação ao Qlactb e maiores a 1, expressão

aumentada em relação a esta referência. A ANOVA mostrou que não há diferenças

significativas na expressão gênica relativa nas diferentes salinidades para os genes Qlsod (p =

0,6048) e Qlcat (p = 0,9147). A expressão gênica relativa da Qlgpx na salinidade de 32 foi

significativamente superior (p= 0,000435) às observadas nas outras salinidades. 
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Figura 19. Expressão relativa ao gene Qlactb dos genes da (SOD) Qlsod, (CAT) Qlcat e (GPx)
Qlgpx no anfìpode Q. lutzi durante o aumento gradativo de salinidade.
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5. DISCUSSÃO

5.1. Parâmetros ambientais e distribuição do Q. lutzi.

Os parâmetros físico-químicos da água das lagoas podem influenciar

significativamente a sobrevivência da biota. A temperatura, enquanto parâmetro físico, afeta

o metabolismo dos organismos. Quanto maior for a temperatura dentro dos limites tolerados

para cada espécie, mais acelerado será o crescimento da mesma (Vinatea et al., 2010). Já

além dos limites toleráveis ocorre o aumento do metabolismo podendo levar até a inativação

de enzimas (Cairns et al., 1975). O anfípode Q. lutzi  mostra pouca tolerância ao aumento de

temperatura observando-se que 20 % e 100 % morrem em 48 h a 32ºC e 37ºC,

respectivamente (Souza, 2015).

Os parâmetros químicos de pH, OD (oxigênio dissolvido) e dureza apresentam

relação com a decomposição da matéria orgânica, pois esse processo é responsável pela

maior parte do carbono presente nesses ambientes, além de aumentar o consumo de oxigênio

pelos organismos decompositores e consequentemente acidificar o meio (Rollof, 2006). A

vida aquática depende do pH, pois alterações nesse parâmetro afetam o crescimento e a

reprodução da biota, sendo o valor ideal entre 6,0 e 9,0 (Vinatea et al., 2010). Neste estudo

foi observado que a presença do anfípode se enquadra nesse intervalo, já que até o momento

não foi registrado ocorrência da espécie em aguas com valores de pH inferior ou superior aos

mencionados.

Acredita-se que naquelas lagoas onde as condições são próximas das condições onde

anfípodes têm sido encontrados, sua ausência possa estar explicada pela ausência de

vegetação como mostra a Tabela 15. A matéria orgânica vegetal serve como fonte de alimento

e microhabitat, já que os anfípodes são encontrados entre as raízes, na dobra de folhas ou

apenas associados à matéria vegetal morta. Zaabar et al. (2015) observou em seu estudo que a

riqueza de espécies de anfípodes diminui em épocas do ano em que a vegetação também é

escassa, corroborando essa associação. 

A salinidade é um parâmentro químico muito importante que, em ambientes como os

representados pelas lagoas costeiras, sofre variações constantes. De acordo com Zaabar et al.

(2015) a salinidade e a temperatura são os principais fatores abióticos responsáveis pela

distribuição dos anfípodes. Espécies eurialinas são adaptadas a sobreviver com constantes

variações de salinidade. No entanto, pudemos observar neste estudo que o aumento gradativo
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de salinidade acima de 21 influência negativamente a sobrevevivência desses animais, assim

como já havia sido observado por Souza (2015). 

5.2. Osmolalidade da hemolinfa e osmolalidade do meio.

Os crustáceos apresentam um eficiente mecanismo osmorregulatório, com duas etapas

consecutivas RAE e RII, onde a primeira é típica da osmoregulação, quando a osmolalidade

da hemolinfa é mantida diferente do meio. Segundo Freire (2013) os organismos eurialinos

osmoreguladores são menos dependentes da RII devido a eficiência da RAE.

No presente estudo, onde os animais foram encontrados em salinidade de 9, foi

observado um comportamento osmoconformador entre 9 e 12 de salinidade mantendo a

hemolinfa em aproximadamente 200 mmol/Kg e hiporregulador a partir de 15 de salinidade

com aproxidamente 300 mmol/kg. No entanto, aqueles indivíduos coletados a 3,9 de

salinidade se encontravam hiper-regulando a 300 mmol/kg. Já estudos realizados por Souza

(2015) com o anfípode Quadrivisio lutzi retirado da lagoa Carapebus vivendo com 0,6 de

salinidade, se encontrava hiper-regulando na osmolalidade de 400-500 mmol/Kg de

concentração interna. Quando submetidos à salinidade próxima de 21, eles passaram a

osmoconformar em aproximadamente 600 mmol/Kg. Em salinidades superiores a 21,

acredita-se iniciar o estresse osmótico, já que houve uma notável perda de homeostase do

organismo (Souza, 2015). 

A diferença de resposta do anfípode Q. lutzi entre o presente trabalho e o de Souza,

(2015) pode ser explicada possivelmente pelo tempo de aclimatação que os animais tiveram a

diferentes salinidade  da lagoa de procedência. Ainda assim, devemos levar em consideração

a possibilidade de que existam diferenças genéticas que determinem linhagens diferentes que

se comportem e sobrevivam de maneiras diferentes a variação de salinidade.  

Esse comportamento hiper-regulador e hiporregulador é comum em crustáceos que

habitam água doce (Houston, 2013) e é o padrão observado em várias espécies de camarões

estuarinos (Freire et al., 2003; Augusto et al., 2009). Augusto et al. (2009) observaram em

seus estudos com camarões da espécie Paleomon northrop, que vivem em ambientes com

variação constantes de salinidade, um comportamento fisiológico semelhante de hiper e

hiporregulação. No entanto, em anfípodes este não é um padrão comum de osmorregulação,

tendo sido observado apenas em duas espécies; no Gammarus fossarum, um anfípode de

água doce capaz de tolerar altas salinidades (Dorgelo, 1977) e na espécie estuariana

Gammarus chevreuxi. No presente trabalho o Q. lutzi, apresentou o mesmo comportamento
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hiper-regulador em baixa salinidade e hiporegulandor em alta salinidade conforme observado

por Houston (2013) no anfípode G. chevreuxi. Esta resposta fisiológica levou o autor a

hipotetizar que espécies com esse padrão osmorregulatório possam ter evoluído de linhagens

de água doce que tenham sido expostas posteriormente a variações de salinidade, como

segundo passo evolutivo.

5.3. Expressão gênica

Para analisar a expressão de genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo e sua

relação com as fases da osmorregulação através do PCR em tempo real, é essencial a

comparação com um gene que não mude sua expressão mediante às condições experimentais,

para que seja usado como referência na determinação da expressão relativa. Alguns dos genes

mais utilizados na literatura são os da β-actina, GAPDH e β-tubulina (Heckmann et al.,

2006). Recentemente os três genes mencionados foram testados no anfípode Q. lutzi em

experimentos envolvendo exposição ao petróleo, onde o Qlactb foi o que melhor respondeu

como gene de referência de expressão invariante (Vieira, 2014). O gene da β-actina, teve

também confirmada sua estabilidade de expressão para uso como gene referência em

Daphnia magna (Lyu et al., 2014). A proteína β-actina compõe os microfilamentos do

citoesqueleto dos animais e demais eucariotos e é altamente conservada entre as espécies

(Perrim e Ervasti, 2010).

A partir dos dados observados de osmolalidade, já podíamos prever que os genes de

resposta ao estresse oxidativo estudados não apresentariam mudanças significativas de

expressão gênica nas primeiras salinidades (3,9 a 18). A partir da salinidade de 15 e até 32, os

anfípodes permaneceram hiporregulando. No entanto, a partir de 30 de salinidade, a

osmolalidade da hemolinfa sofreu uma elevação considerável, sugerindo que possa ter

iniciado a fase RII de controle do volume celular, pois as medidas de osmolalidade superam

os valores em que previamente foi descrito hiper-regulando (400-500 mmol/Kg) (Souza,

2015). Espera-se que as enzimas que participam das defesas antioxidantes só tenham sua

expressão aumentada a partir do início da fase RII, que seria ativada previamente pelo

estresse osmótico e levaria consequentemente ao estresse oxidativo, pois a demanda de ATP

exigida pela fase RII é muito superior a da RAE (Fernandes, 2010).

Os genes Qlsod e Qlcat não apresentaram uma variação significativa nas suas

expressões relativas mediante o aumento da salinidade. No entanto, a expressão relativa da

Qlgpx apresentou uma diferença significativa na salinidade de 32 em relação a expressão nas
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salinidades menores. A maior expressão da Qlgpx na salinidade de 32 pode ser uma resposta

ao início do estresse oxidativo e também pode representar uma tentativa de se combater

aumentos ainda maiores do estresse oxidativo. Considerando que a alteração da osmolalidade

da hemolinfa ocorreu a partir da salinidade de 30, com a expressão de Qlgpx superior aos

valores obtidos para as salinidades menores e podendo refletir o início da RII, pode-se

considerar um retardo de 24-48 h para o início do estresse oxidativo após o deflagrar da RII.

A sod é uma enzima mitocondrial que faz parte da primeira linha de defesa do

organismo ao estresse oxidativo, já que é capaz de eliminar o superóxido (O2
- ) mesmo ele

estando em baixas concentrações (Barreiros et al., 2006; Marchand et al., 2009). No entanto a

catalase presente nos peroxissomos é capaz de interferir na atividade da  sod já que ao

decompor o peróxido de hidrogênio, ocorre a liberação de H2O e O2, o que leva ao aumento

da concentração de O2
-. O superóxido (O2

-) em altas concentrações são eliminados

naturalmente, diminuindo assim a atividade da sod e/ou a expressão do sod (Weydert et al.,

2008). Esse quadro pode ser observado na Figura 18, ainda que não tenham sido verificadas

diferenças significativas, podemos notar uma relação entre a Qlcat e a Qlsod, de forma que

enquanto um tem sua expressão aumentada a outra diminuía, e vice-versa. 

As enzimas gpx e cat apresentam basicamente a mesma função bioquímica, que é de

transformar H2O2 derivada da atividade da sod e de enzimas oxidases peroxissomais, em

moléculas menos reativas (Hipara et al., 2004). A gpx, presente nas mitocôndrias e citosol,

devido sua alta afinidade ao H2O2, é mantida em concentraçãoes mais estáveis sendo

responsável por reduzir os peróxidos de hidrogênio gerados a todo momento pela respiração

celular, em duas moléculas de água. Já a catalase (peroxissomal) é naturalmente mais

expressa devido a sua pouca afinidade pelo H2O2 que é degradado em H2O e O2. A sutil

diminuição da expressão da catalase em 21 de salinidade, observada no presente estudo,

coincide com o momento crítico para a osmorregulação indicado por Souza (2015), onde o

anfípode encontra-se com a máxima concentração osmótica interna que pode suportar

(osmoconformação), sinalizando o início da RII. 

O aumento dos níveis de expressão da Qlgpx observados em 32,5 de salinidade pode

estar indicando um início prévio do estresse osmótico com a posterior estabilização do

estresse oxidativo, já que alta afinidade da gpx pela H2O2 permite que sua concentração se

mantenha estável até que sua atividade não seja compatível com o aumento da geração de

moléculas de H2O2 (Oga et al., 2008). Na literatura há registros do aumento da atividade dessa

enzima logo nos primeiros momentos de exposição à baixa salinidade no carangueijo Uca
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maracoani, que vive em estuários (Batista, 2010). No presente estudo mostramos que ao

menos um dos genes envolvido na resposta ao estresse oxidativo tem seus níveis de

expressão aumentados durante um estresse osmótico.
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6. CONCLUSÃO

Os parâmetros físico-químicos que se mostraram mais efetivos em limitar a

ocorrência do anfípode Q. lutzi nas lagoas do Norte Fluminense do estado do Rio de Janeiro,

foram o pH, menor que 6 e superior a 9, a salinidade superior a 20 e a temperatura sendo

suportada até 32ºC.

O anfípode Q. lutzi é capaz de hiper-regular a salinidades com osmolalidade menor

que 200 mg/L, osmoconformar em salinidades de 200 mg/L e hiporegular em salinidade com

osmolalidade superior a 300 mg/L.

A salinidade da lagoa na qual se encontra os anfípode pode modificar o

comportamento osmorregulatório do Q. lutzi. 

A osmolalidade interna tolerável para o anfípode Q. lutzi é entre 200 e 500 mmol/kg. 

Os altos valores de osmolalidade encontrados nas salinidades de 30 e 32, além da

faixa de osmolalidade tolarável pelo anfípode, sugerem que nestas salinidades a fase RII já se

encontra ativa.

A alta expressão da Qlgpx na salinidade de 32 é um indicativo do ínicio prévio do

estresse osmótico e do estresse oxidativo. 

Pode-se concluir que antes do ínicio do estresse osmótico a Qlgpx é transcrita a níveis

basais.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da Na+/k+ ATPase das espécies
Callinectes sapidus (GenBank AF327439.1); Caprella sp.(GenBank AY303369); Drosophila
melanogaster (GenBank 48971); Eriocheir sinensis (GenBank KC691291); Exopaleamon
carinicauda (GenBank JQ360623); Litipenaeus stylirostris (GenBank JN561324); Parhyale
hawaienses; Pennaeus monodon (GenBank KF177338); Portunus trituberculatus (GenBank
JX173959). (*) Indica as bases conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de onde foram
retirados os primers.

P.monodon       ACAACACCATCATTGAGGCTGATACATCTGAAGATCAGTCTGGCTGCCAGTATGACAAGA
L.stulirostris  ACAATACCATCATTGAAGCTGATACATCTGAAGATCAGTCTGGCTGCCAGTATGACAAGA
E.carinicauda   ATAACACCATTATTGAGGCAGATACTTCAGAAGATCAGTCTGGTTGTCAGTATGATAAGA
P.trituberculat ACAACACCATCATTGAGGCAGATACCTCAGAGGACCAATCTGGCTGCCAGTACGACAAGA
C.sapidus       ACAACACCATCATCGAGGCAGATACCTCAGAGGACCAGTCAGGCTGCCAGTACGACAAGA
E.sinensis      ACAACACCATTATTGAAGCCGACACCTCTGAGGATCAGTCAGGCTGCCAGTATGACAAGA
Caprella sp.    ----------CATTGAAGCTGACACCTCAGAGGATCAATCTGGTGGACAGATCGACAAGG
P.Hawaienses    ACAACCAGATCGTCGAAGCCGACACATCTGAGGATCAGTCTGGCGGTCAGATCGACAAGG
D.melanogaster  ATAATCAGATCATCGAGGCCGACACAACTGAGGATCAGTCGGGTGTTCAATACGATAGAA
                            * ** ** ** **  * ** ** ** ** **    **    ** *   

P.monodon       CCTCACAAGGCTGGAAGGCTCTGTCCAGAATTGCTGCCCTCTGTAACCGTGCTGAATTCA
L.stulirostris  CCTCACAAGGCTGGAAGGCTCTGTCTAGAATTGCTGCCCTCTGTAACCGTGCTGAATTCA
E.carinicauda   CTTCAGAAGGCTGGAAAACACTCTCCAGAATTGCTGCTCTATGTAATAGGGCTGAATTCA
P.trituberculat CTTCTGAGGGATGGAAGGCTCTCTCCCGAATTGCTGCTCTCTGCAACCGTGCCGAATTCA
C.sapidus       CTTCCGATGGATGGAAGGCTCTCTCCCGGATTGCTGCTCTCTGCAACCGTGCTGAATTCA
E.sinensis      GCTCTGAAGGGTGGAAGACCCTCTCCAGGATCGCTGCTCTATGCAACCGTGCTGAGTTCA
Caprella sp.    CATCTGACGGATGGAAGGCACTCTCCACCATTGCTGCCCTATGCAACAGAGCTGAATTCA
P.Hawaienses    GATCCACAGGATGGAAGGCCCTCTCCACCATCGCTGCCCTCTGCAACAGGGCTGAGTTCA
D.melanogaster  CCAGCCCTGGATTCAAGGCGCTCTCTCGCATTGCCACTCTCTGTAACCGTGCCGAGTTCA
                        ** *  **  * ** **    ** **  * ** ** **  * ** ** ****

P.monodon       AGAGTGGCATGGAAAACACTCCCATCCTGAAACGTGAAGTAAACGGCGATGCTTCTGAAG
L.stulirostris  AGACTGGTATGGAAAACACTCCCATCCTGAAACGTGAAGTAAACGGCGATGCTTCTGAAG
E.carinicauda   AAACAGGCCAAAACGATGTTCCCATCCTGAAGCGTGAAGTAAATGGTGATGCCTCCGAAG
P.trituberculat AGACAGGTCAGGAAGATGTTCCCATTCTGAAACGAGAAGTGAACGGTGATGCTTCCGAGG
C.sapidus       AGACAGGTCAGGAAGATGTACCCATTCTGAAGCGAGAGGTGAATGGTGATGCTTCTGAGG
E.sinensis      AAACTGGCCAGGAAGATGTTCCCATCCTGAAACGAGAGGTGAACGGTGATGCTTCTGAGG
Caprella sp.    GGTCTGGTCAAGATGGTGTATCTATCCTGAAGAGAGAAGTTAACGGTGATGCCTCTGAAG
P.Hawaienses    AGTCCGGACAAGACGGAGTGTCCATCCTGAAACGTGAAGTCAACGGCGATGCTTCCGAGG
D.melanogaster  AGGGAGGCCAAGATGGCGTCCCAATCCTCAAGAAAGAAGTCAGTGGAGATGCCTCCGAGG
                     **     *        * ** ** **    ** ** *  ** ***** ** ** *

P.monodon       CTGCTCTGCTGAAGTGCGTAGAATTGGCTGTTGGTGATGTAAAGGGCTGGCGTGCACGCA
L.stulirostris  CTGCTCTGCTGAAGTGTGTAGAATTGGCTGTTGGTGATGTTAAGGGCTGGCGTGCACGCA
E.carinicauda   CTGCTCTATTGAAATGTGTTGAATTAGCTTGCGGTGATGTTAAGGGCTGGCGTGCACGAA
P.trituberculat CTGCTCTGCTGAAGTGTGTGGAACTTGCCATAGGAGATGTGAGGGGCTGGCGCTCCCGCA
C.sapidus       CTGCTCTGCTGAAGTGTGTGGAACTTGCTATTGGAGACGTGAGGGGCTGGCGTTCCCGCA
E.sinensis      CAGCCCTACTGAAGTGTGTGGAACTGGCTGTTGGAGATGTCAGAGGCTGGCGTTCCCGCA
Caprella sp.    CTGCTCTGCTCAAGTGCTGTGAACTTGCCTGTGGTGATGTCATGGGCTGGAGGAAGAAGA
P.Hawaienses    CTGCTCTCCTCAAGTGCTGTGAACTGGCCTGTGGTGACGTCATGGAATGGAGGAAACGCA
D.melanogaster  CTGCTCTGCTCAAGTGCATGGAACTGGCTCTGGGCGATGTGATGAACATTCGCAAGCGTA
                * ** **  * ** **    *** * **    ** ** ** *         *       *

P.monodon       ACAAGAAGGTATGTGAAATTCCTTTCAACTCAACCAACAAGTACCAAGTATCCATTCACA
L.stulirostris  ACAAGAAGGTATGTGAAATTCCTTTCAACTCCACCAACAAGTACCAAGTATCCATCCACG
E.carinicauda   ACAAGAAGGTATGCGAGATTCCCTTCAATTCTACTAACAAGTACCAAGTGTCTATTCATG
P.trituberculat ACAAGAAGGTCTGTGAGATTCCTTTCAACTCCACCAACAAGTACCAGGTGTCTATCCACG
C.sapidus       ATAAGAAGGTTTGTGAGATTCCTTTCAACTCCACCAACAAGTACCAAGTGTCTATCCACG
E.sinensis      ACAAGAAGGTTTGTGAGATTCCCTTCAACTCCACCAACAAATACCAAGTGTCTATCCACG
Caprella sp.    ACAAGAAGATCTGTGAAATCCCCTTCAACTCCACCAACAAGTACCAAGTGTCTATCCACG
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P.Hawaienses    ACAAGAAGATCTGCGAGATTCCCTTCAACTCCACCAACAAATACCAGGTGTCTATCCACG
D.melanogaster  ATAAGAAGATTGCCGAGGTGCCCTTCAACTCCACCAACAAATACCAAGTGTCCATCCACG
                * ****** *    **  * ** ***** ** ** ***** ***** ** ** ** **  

P.monodon       ATACTGAGGATAAGAACGACCCACGATACCTTCTTGTGATGAAGGGAGCCCCTGAGAGGA
L.stulirostris  AGACCGAGGATAAGAACGACCCACGATACCTTGTTGTGATGAAGGGAGCCCCTGAGAGGA
E.carinicauda   AAACTGAAGACAAGAACGACCCACGATATCTTCTTGTAATGAAGGGCGCTCCTGAGAGAA
P.trituberculat AGACCCAGGACAAGAACGACCTCCGCTACCTGCTTGTAATGAAGGGTGCTCCAGAGAGGA
C.sapidus       AGACCCAGGACAAGAATGACCTCCGCTACCTGCTTGTGATGAAGGGTGCTCCAGAGAGGA
E.sinensis      AGACACAGGACAAGAATGATCCTCGCTACCTCCTCGTAATGAAGGGTGCCCCCGAGAGAA
Caprella sp.    AGACTGAGGATAAGAGCGACCCTAGATACCTTCTTGTCATGAAGGGTGCCCCTGAGAGAA
P.Hawaienses    AAACCGAAGACAAGAGCGATCCCAGGTACCTGCTTGTGATGAAGGGCGCTCCCGAGAGGA
D.melanogaster  AAACCGAGGATACCAACGATCCCCGCTACTTGCTCGTAATGAAGGGAGCCCCCGAACGTA
                * **  * ** *  *  ** *   * **  *  * ** ******** ** ** **  * *

P.monodon       TCCTGGAACGTTGCTCCACCATCTACATCAATGGAGAAGAAAAGGCCCTCGACGAAGAAA
L.stulirostris  TCCTGGAACGTTGCTCCACCATCTACATCAATGGAGAGGAAAAGGCCCTCGACGAAGAAA
E.carinicauda   TATTGGAAAGATCTACAACCATATTCATCAATGGCCAAGAAAAGGAACTGGATGAGGAAA
P.trituberculat TCCTCGAACGATGCTCTACTATCTTCATAAATGGCGAGGAGAAGTCTTTGGATGAGGAGA
C.sapidus       TCCTTGAACGATGCTCCACCATCTTCATGAATGGTGAGGAGAAGCCTTTGGATGAGGAGA
E.sinensis      TCCTTGAGCGATGCTCAACCATCTTCATGAATGGTGAGGAAAAGGCTCTGGATGAGGAAC
Caprella sp.    TCTTGGAAAGGTGCTCCACCATTTTCATCAACGGAGAAGATAAGCCCCTGGATGAAGAAC
P.Hawaienses    TCCTCGAGCGCAGCTCCACTATTTTCGTCAACAACGAAGACAAGCCATTGGACGAGGACC
D.melanogaster  TCTTGGAGCGCTGCTCTACCATTTTTATCAACGGCAAGGAGAAGGTTCTGGACGAGGAGA
                *  * **  *     * ** ** *   * **     * ** ***    * ** ** **  

P.monodon       TGAAGGAAGCTTTCAACAATGCCTACCTTGAATTGGGTGGCCTTGGAGAGCGTGTACTTG
L.stulirostris  TGAAGGAAGCTTTCAACAATGCCTACCTTGAATTGGGCGGTCTTGGAGAGCGTGTACTTG
E.carinicauda   TGAAGGAAGCTTTCAACAATGCCTACCTTGAATTGGGAGGTCTTGGAGAGCGTGTGCTTG
P.trituberculat TGAAGGAATCTTTCAACAATGCTTACTTGGAGTTGGGTGGGCTTGGAGAGCGTGTGCTAG
C.sapidus       TGAAGGAATCTTTCAACAATGCTTACTTGGAATTGGGTGGGCTGGGAGAGCGTGTGCTGG
E.sinensis      TGAAGGAATCTTTCAACAATGCCTACCTTGAGCTCGGAGGTCTTGGAGAGCGTGTGCTGG
Caprella sp.    TCAAGGAATCTTTCAACAATGCCTACTTGGAATTGGGAGGTCTTGGAGAGCGTGTGCTTG
P.Hawaienses    TCAAGGAAGCCTTCAACAACGCCTATCTCGAACTCGGAGGCCTGGGTGAGCGTGTACTGG
D.melanogaster  TGAAGGAGGCGTTCAACAATGCCTACATGGAACTCGGTGGACTGGGTGAGCGCGTGCTCG
                * *****  * ******** ** **  * **  * ** ** ** ** ***** ** ** *

P.monodon       GTCTCTGCGACTATGTGCTGCCAACTGACAAGTACCCTCATGGATACCCCTTTGATGCTG
L.stulirostris  GTTTCTGTGACTACATGCTGCCAACTGACAAGTACCCTCTTGGATACCCCTTCGATGCTG
E.carinicauda   GATTTTGTGATTATTTGCTGCCTTCAGACAAATATCCTCTTGGTTATCCCTTTGATGCAG
P.trituberculat GCTTTTGTGACTATGTCCTGCCCTCCGACAAGTATCCCCTTGGCTATCCCTTCGATGCTG
C.sapidus       GCTTCTGTGACTATGTTCTGCCCTCCGACAAGTACCCCCTCGGCTATCCTTTCGATGCTG
E.sinensis      GCTTCTGTGACTACATACTTCCCTCAGACAAGTATCCCCTGGGTTATCCCTTCGATGCTG
Caprella sp.    GTTTCTGTGACTACAGACTGCCTGCTGACAAATACCCTGTTGGTTTCCCATTCGATTCTG
P.Hawaienses    GCTTCTGCGACTACAGACTGCCTGCTGACAAGTACCCTATTGGCTTCCCATTCGATGCTG
D.melanogaster  GTTTCTGTGACTTTATGCTGCCATCCGACAAGTATCCCAACGGCTTTAAGTTCAACACCG
                *  * ** ** *     ** **  * ***** ** **    ** *     **  *  * *

P.monodon       ATGCTGTAAACTTCCCTGTCCATGGTCTGCGCTTCGTGGGTCTGATGTCTATGATTGATC
L.stulirostris  ATGCTGTGAACTTCCCTGTCCATGGTCTGCGCTTCGTTGGTCTGATGTCCATGATTGATC
E.carinicauda   ACAACGTAAACTTCCCCGTTCACGGGCTTCGATTTGTAGGTTTGATGTCCATGATTGATC
P.trituberculat ATGCTGTTAACTTCCCTGTGCACGGTCTTCGGTTTGTTGGGCTCATGTCCATGATTGATC
C.sapidus       ATGCTGTCAACTTCCCCGTGCACGGTCTTCGATTCGTCGGCCTCATGTCCATGATTGATC
E.sinensis      ATTCTGTCAATTTCCCCGTACATGGCCTCAGGTTTGTCGGACTCATGTCCATGATTGATC
Caprella sp.    ACAACTGCAACTTCCCCGTGCACTCCCTCCGTTTCGTTGGTCTCATCTCTCTGATTGATC
P.Hawaienses    ATAACTGCAACTTCCCCGTGCACGGCCTCCGCTTCGTTGGGCTCATCTCACTCATTGATC
D.melanogaster  ACGACATCAACTTCCCCATCGATAATCTGCGTTTCGTCGGCCTTATGTCCATGATTGATC
                *       ** *****  *  *    **  * ** ** **  * ** **  * *******

P.monodon       CTCCACGTGCTGCTGTACCTGATGCTGTAGCAAAGTGCAGATCTGCTGGTATCAAGGTTA
L.stulirostris  CTCCTCGTGCTGCTGTACCCGATGCTGTAGCAAAGTGCAGATCTGCTGGTATCAAGGTTA
E.carinicauda   CTCCCAGGGCTGCTGTACCTGACGCTGTTGCAAAGTGCCGATCTGCTGGTATTAAGGTAA
P.trituberculat CTCCCCGTGCTGCCGTGCCCGACGCTGTGGCCAAGTGCCGTTCTGCTGGTATCAAGGTCA
C.sapidus       CTCCCCGTGCTGCTGTGCCCGACGCCGTGGCCAAGTGCCGTTCTGCTGGTATCAAGGTCA
E.sinensis      CTCCCCGTGCTGCTGTGCCTGATGCTGTGGCCAAGTGCCGTTCTGCTGGTATCAAGGTCA
Caprella sp.    CCCCAAGAGCTGCCGTGCCCGATGCCGTCAACAAGTGCCGATCTGCTGGTATCAAGGTCA
P.Hawaienses    CTCCCCGTGCTGCTGTGCCCGATGCCGTCGCCAAGTGCAGGTCTGCCGGTATCAAGGTCA
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D.melanogaster  CCCCACGTGCTGCCGTGCCCGATGCCGTTGCCAAGTGCCGATCGGCCGGCATCAAGGTCA
                * **  * ***** ** ** ** ** **    ****** * ** ** ** ** ***** *

P.monodon       TCATGGTTACTGGTGATCACCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCTGTAGGTATCA
L.stulirostris  TCATGGTTACTGGTGATCACCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCTGTAGGTATCA
E.carinicauda   TCATGGTGACTGGTGATCACCCTATCACTGCCAAAGCTATTGCCAAGTCTGTAGGTATCA
P.trituberculat TCATGGTTACTGGTGATCACCCTATCACTGCCAAGGCCATTGCCAAGTCTGTGGGTATCA
C.sapidus       TCATGGTTACTGGTGATCACCCCATCACTGCCAAGGCCATTGCCAAGTCTGTGGGTATCA
E.sinensis      TCATGGTTACTGGTGATCACCCTATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCTGTGGGTATCA
Caprella sp.    TCATGGTCACTGGTGATCATCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCCGTGGGTATCA
P.Hawaienses    TCATGGTTACCGGTGACCATCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCCGTAGGTATCA
D.melanogaster  TCATGGTCACCGGCGATCACCCGATCACTGCCAAGGCCATCGCCAAGTCTGTCGGTATTA
                ******* ** ** ** ** ** *********** ** ** ******** ** ***** *

P.monodon       TCTCTGAAGGAAACGAGACTGTTGAGGATATTGCACAGAGGCTGAACATTCCTATCAAGG
L.stulirostris  TCTCTGAAGGAAACGAGACTGTTGAGGACATTGCACAGAGGTTGAACATTCCCATCAAGG
E.carinicauda   TTTCAGAAGGAAATGAAACTGTTGAAGATATTGCTCAAAGATTAAACATCCCCATCAAGG
P.trituberculat TTTCTGAGGGCAATGAGACTGTGGAGGACATTGCCCAAAGACTCAACATTCCCATCAAGG
C.sapidus       TTTCTGAGGGCAATGAGACTGTGGAGGACATTGCCCAGAGACTCAACATTCCCATCAAGG
E.sinensis      TTTCTGAGGGCAACGAGACTGTGGAGGACATTGCCCAGAGGCTCAACATTCCCATCAAGG
Caprella sp.    TCAGCGAGGGTAACGAAACTGTTGATGATATTGCAAACAGACTGAACATCCCCATCAAGG
P.Hawaienses    TCAGCGAGGGTAACGAAACCGTCGAGGATATTGCCAACCGCCTCAACATTCCCATCAAGG
D.melanogaster  TATCCGAGGGCAACGAGACCGTCGAGGACATTGCCCAGCGCCTCAACATACCCGTCTCTG
                *    ** ** ** ** ** ** ** ** *****  *  *  * ***** **  **   *

P.monodon       AGGTTGACCCCACTGAAGCAAAGGCTGCTGTAGTTCACGGCTCTGAACTTCGTGACATGA
L.stulirostris  AGGTCGACCCCACTGAAGCAAAGGCTGCTGTAGTTCACGGTTCTGAACTTCGTGACATGA
E.carinicauda   AAGTTGACCCCAGAGAAGCAAAGGCTGCTGTTGTTCATGGCTCAGAACTCCGTGACATGA
P.trituberculat AGGTTGACCCCCGCGAGGCCAAGGCTGCTGTGGTCCACGGCTCCGAGTTGAGGGACATGA
C.sapidus       AGGTCGACCCCCGCGAGGCCAAGGCTGCTGTGGTCCACGGCTCTGAGTTGAGGGACATGA
E.sinensis      AAGTTGATCCTCGTGAAGCCAAGGCTGCTGTGGTTCACGGCTCTGAGCTGAGGGACATGA
Caprella sp.    AGGTTGATCCCAGACAAGCTAAAGCTGCTGTTGTGCACGGTATTGAACTCAGGGACATGA
P.Hawaienses    AGGTCGACCCCAGACAAGCGAAGGCTGCTGTTGTGCACGGTATTGAACTCAGGGACATGA
D.melanogaster  AAGTGAATCCCCGCGAGGCCAAGGCCGCCGTCGTCCATGGCGCTGAGCTTCGTGATGTGT
                * **  * **     * ** ** ** ** ** ** ** **    **  *  * **  ** 

P.monodon       CATCTGAGCAGTTGGATGATGTCCTCCTCCACCACACTGAAATCGTGTTTGCCCGTACCT
L.stulirostris  CATCCGAGCAGTTGGATGATGTCCTCCTCCACCACACTGAAATCGTGTTTGCCCGTACCT
E.carinicauda   CTTCCGAACAGTTGGATGATATCCTCCTTCATCACACTGAGATTGTGTTTGCTCGTACTT
P.trituberculat CTTCTGAACAGCTGGATGACGTCCTTATCCATCACACTGAGATTGTGTTCGCCCGTACCT
C.sapidus       CTTCTGAACAGCTGGATGATGTCCTTATCCACCACACTGAGATTGTGTTTGCCCGTACCT
E.sinensis      CTTCTGAGCAGCTTGATGATGTTCTCATCCATCACACAGAAATTGTGTTTGCCCGTACCT
Caprella sp.    CTTCAGACCAACTCGATGATATTCTCAGACACCACACAGAGATCGTGTTCGCCCGTACCT
P.Hawaienses    CTTCTGATCAGCTCGACGACATCCTCAGGCACCACACCGAGATCGTGTTTGCTCGTACAT
D.melanogaster  CCAGCGACCAGCTGGATGAAATCCTCCGCTACCACACCGAGATCGTCTTCGCCCGTACCT
                *    ** **  * ** **  * **     * ***** ** ** ** ** ** ***** *

P.monodon       CCCCACAACAGAAACTGATCATTGTAGAAGGTTGCCAGCGTATGGGTGCCATTGTGGCTG
L.stulirostris  CCCCACAACAGAAGCTGATCATTGTAGAAGGTTGCCAGCGTATGGGTGCCATTGTGGCTG
E.carinicauda   CTCCACAACAAAAGCTGATCATTGTAGAGGGTTGCCAGCGTATGGGTGCCATTGTGGCTG
P.trituberculat CCCCACAGCAGAAGCTCATCATTGTGGAGGGCTGCCAGCGTATGGGAGCCATTGTAGCTG
C.sapidus       CCCCACAGCAGAAGCTCATCATTGTGGAGGGCTGCCAGCGTATGGGAGCCATTGTAGCTG
E.sinensis      CTCCACAGCAGAAGCTGATCATTGTAGAGGGCTGCCAGCGCATGGGAGCCATTGTGGCCG
Caprella sp.    CTCCCCAGCAGAAACTCATTATCGTAGAAGGTTGCCAGAGGCTTGGTGCTATCGTAGCTG
P.Hawaienses    CACCCCAACAGAAGCTCATCATCGTCGAGGGTTGCCAACGGTTGGGTGCCATTGTCGCCG
D.melanogaster  CGCCCCAGCAGAAATTGATCATTGTCGAGGGTTGCCAGCGCATGGGAGCTATTGTGGCCG
                * ** ** ** **  * ** ** ** ** ** *****  *  * ** ** ** ** ** *

P.monodon       TAACTGGTGATGGTGTGAATGATTCTCCTGCTCTGAAGAAGGCTGATATTGGGGTTGCTA
L.stulirostris  TAACTGGTGATGGTGTGAATGATTCTCCTGCTCTGAAGAAGGCTGATATTGGTGTTGCTA
E.carinicauda   TGACTGGTGATGGTGTAAATGATTCTCCTGCTCTGAAGAAGGCTGATATTGGTGTTGCTA
P.trituberculat TAACTGGAGATGGTGTAAATGACTCCCCTGCCCTCAAGAAGGCCGATATTGGTGTGGCCA
C.sapidus       TAACTGGAGATGGTGTAAATGACTCCCCTGCCCTCAAGAAGGCCGATATTGGTGTGGCCA
E.sinensis      TGACTGGAGATGGTGTGAATGACTCCCCAGCTCTCAAGAAGGCTGATATTGGCGTGGCCA
Caprella sp.    TCACAGGAGATGGTGTCAATGACTCCCCTGCTCTCAAGAAAGCTGATATTGGTGTTGCTA
P.Hawaienses    TAACGGGTGATGGTGTCAACGACTCACCCGCTCTCAAGAAAGCTGATATTGGTGTTGCTA
D.melanogaster  TGACTGGTGATGGTGTCAACGATTCTCCCGCTCTGAAGAAAGCCGATATCGGTGTTGCCA
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                * ** ** ******** ** ** ** ** ** ** ***** ** ***** ** ** ** *

P.monodon       TGGGTATTGCTGGTTCTGATGTGTCCAAGCAAGCTGCTGACATGATCCTGTTGGATGACA
L.stulirostris  TGGGTATTGCTGGTTCTGATGTGTCCAAGCAAGCTGCTGACATGATTCTGTTGGACGACA
E.carinicauda   TGGGTATTGCTGGTTCTGATGTATCAAAACAAGCGGCTGACATGATTTTGCTGGATGATA
P.trituberculat TGGGTATTGCTGGATCCGACGTGTCTAAGCAGGCTGCTGACATGATCCTGTTGGATGACA
C.sapidus       TGGGTATTGCTGGATCAGACGTGTCTAAGCAGGCTGCCGACATGATTCTGTTGGATGACA
E.sinensis      TGGGTATTGCGGGTTCCGACGTGTCCAAGCAGGCTGCTGACATGATTCTGTTGGACGACA
Caprella sp.    TGGGTATTGCTGGATCTGACGTATCCAAACAAGCTGCTGACATGATCTTGCTTGATGATA
P.Hawaienses    TGGGTATTGCCGGCTCGGACGTATCCAAACAAGCCGCTGACATGATCTTGCTCGACGACA
D.melanogaster  TGGGTATAGCCGGTTCCGATGTGTCCAAGCAGGTAA--GAAATCAGATTATT--ATGATA
                ******* ** ** ** ** ** ** ** ** *     ** ** *   *  *  * ** *

P.monodon       ACTTTGCTTCCATTGTCACTGGTGTTGAAGAGGGCAGACTTATTTTCGACAACCTGAAGA
L.stulirostris  ACTTTGCTTCCATTGTCACCGGTGTTGAAGAGGGCAGACTTATTTTCGACAACCTGAAGA
E.carinicauda   ACTTTGCTTCCATTGTCACTGGTGTTGAAGAGGGTAGACTGATTTTTGATAACCTGAAGA
P.trituberculat ACTTTGCTTCTATTGTCACTGGTGTAGAAGAGGGCAGGCTTATTTTTGATAACCTGAAGA
C.sapidus       ACTTTGCTTCTATTGTCACTGGTGTGGAAGAGGGCAGGCTTATTTTTGATAACCTGAAGA
E.sinensis      ACTTTGCCTCCATTGTCACCGGGGTGGAAGAGGGCAGGCTTATTTTTGATAACCTGAAGA
Caprella sp.    ACTTCGCTTCCATTGTTACTGGTGTTGAAGAAGGTCGTCTCATTTTCGACAACTTGAAGA
P.Hawaienses    ACTTCGCTTCCATTGTCACTGGCGTCGAGGAGGGTCGTCTTATCTTCGATAATCTGAAGA
D.melanogaster  AAAGTGGGACCGG-ACAAAAAATATCACCAAAATTGGCCTTCCATTAGGCAGTAATTATA
                *    *   *       *      *     *     * **    ** *  *      * *

P.monodon       AATCCATTGCT-TACACCCTGACATCTAACATCCCTGAGATCTCTCCTTTCTTGTTCTT-
L.stulirostris  AATCCATTGCT-TACACCCTGACATCTAACATCCCTGAAATCTCTCCCTTCTTGTTCTT-
E.carinicauda   AGAGTATTGCT-TACACACTGACCTCCAACATCCCTGAGATCTCCCCCTTCTTGTTCTT-
P.trituberculat AATCTATTGCC-TACACCCTCACCTCCAACATCCCTGAGATCTCCCCCTTCTTGTTCTT-
C.sapidus       AATCTATTGCC-TACACCCTCACTTCAAACATCCCTGAGATCTCCCCCTTCTTGTTCTT-
E.sinensis      AATCTATCGCC-TACACCCTCACTTCCAACATCCCCGAGATCTCACCTTTCCTGTTCTT-
Caprella sp.    AGTCCATTGCC-TACACCCTCACCTCTAACATTCCTGAGATCTCTCCCTTCTTGTTCTT-
P.Hawaienses    AGTCCATCGCT-TACACTCTCACTTCCAACATTCCTGAAATTTCTCCCTTCTTGTTCTT-
D.melanogaster  ATTTTAAAGCAGCATAAAATTAATTTGAAAATGAGTGTGATATTTT-TTTCTTGTCCACG
                *    *  **   * *   * *  *  ** **    *  ** *     *** *** *   

P.monodon       CATGATTGCCTCAGTCCCACTTCCTCTTGGAACTGTGACCATCCTCTGCAT--TGATCTG
L.stulirostris  CATGATTGCCTCAGTCCCACTTCCTCTTGGAACTGTGACCATCCTCTGCAT--TGATCTG
E.carinicauda   CATGATTGCATCTACTCCACTGCCTCTTGGAACTGTGACCATTCTCTGCAT--TGATTTG
P.trituberculat CATGATTGCCTCCGTGCCTCTTCCTCTGGGCACCGTCACCATTCTCTGCAT--TGATCTG
C.sapidus       CATGATTGCCTCCGTGCCTCTACCTCTGGGCACTGTTACCATTCTCTGCAT--TGATCTG
E.sinensis      CATGATTGCCTCCGTGCCTCTTCCTCTGGGAACAGTTACCATCCTCTGCAT--CGATCTG
Caprella sp.    CATGGTTGGCTCAGTACCCCTGCCCCTTGGAACTGTAACCATTCTTTGCAT--TGATCTG
P.Hawaienses    CATGTGTGCCTCTGTGCCACTTCCTCTAGGCACTGTCACCATTCTTTGCAT--CGATCTC
D.melanogaster  CATTAACCATTCCATATTAACATTTAAAAGGATTTTGTTGAATACGCGTTTAATGTTTTT
                ***       **                 * *   *    *      *  *   * * * 

P.monodon       GGTACTGACATGGTGCCTGCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTAAGTCTGATATTATG
L.stulirostris  GGTACTGACATGGTGCCTGCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTGAGTCTGATATTATG
E.carinicauda   GGTACTGACATGGTCCCTGCCATTTCACTTGCATATGAAGAAGCTGAATCTGACATTATG
P.trituberculat GGTACTGACATGGTGCCTGCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTGAGTCAGATATTATG
C.sapidus       GGTACTGACATGGTGCCTGCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTGAGTCAGATATTATG
E.sinensis      GGTACTGACATGGTGCCTGCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTGAGTCAGATATTATG
Caprella sp.    ------------------------------------------------------------
P.Hawaienses    GGTACCGACATGGTAAGTACCACACTAAGATCTAGCTAG---------------------
D.melanogaster  AGTATGGGAAAATACGGTATAATTTTCCTTTC---TGCATGAACTCATGTTTTCGGTTTA
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Anexo 2. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da Na+/k+ ATPase das espécies Daphnia
pulex (Genome Daphnia ID hxAUG25p2s4g75t1); Litopenaeus stylirostris (GenBank: JN561324.1);
Parhyale hawaienses (Sequence ID isotig11552); Penaeus monodon (GenBank: KF177338.1). (*)
Indica as bases conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de onde foram retirados os
primers.

P.monodon       GCTTCAAGGTCGACAACTCTTCCCTGACTGGAGAATCCGAACCCCAGAGCCGATCATCCG
L.stylirostrys  GCTTCAAGGTTGACAACTCTTCCCTGACTGGAGAATCCGAACCCCAGAGCCGATCACCCG
P.hawaienses    ---------------------------CAGGAGAGTCTGAGCCCCAGTCTCGGTCGCCAG
D.pulex         AGTTCAAAGTCGACAACTCTTCATTGACTGGAGAATCCGAGCCTCAGAGCCGATCTCCCG
                                           * ***** ** ** ** ***   ** **  * *

P.monodon       AATACACTTCCGAGAATCCCCTTGAGACCAAGAACTTGGCTTTCTTCTCCACCAATGCTG
L.stylirostrys  AATACACTTCCGAGAACCCCCTTGAGACCAAGAACTTGGCTTTCTTCTCCACCAATGCTG
P.hawaienses    ACTTTACAAACGACAACCCTCTGGAGACGAGGAACCTTGCTTTCTTCTCTACCAACGCCG
D.pulex         AATTCACCAACGACAACCCGCTGGAAACCAAGAACTTGGCTTTCTTCTCCACCAACGCCG
                * *  **   *** ** ** ** ** ** * **** * *********** ***** ** *

P.monodon       TCGAAGGTA---------------------------------------------------
L.stylirostrys  TCGAGGGTA---------------------------------------------------
P.hawaienses    TCGAAGGTA---------------------------------------------------
D.pulex         TCGAAGGTAAATCAAAATTCTAACCATTTTACACAGAGACCACTTTTTAAACGTTAATTT
                **** ****                                                   

P.monodon       --------------------CCTGCAAGGGTGTCGTTATCATGATTGGTGACAACACTGT
L.stylirostrys  --------------------CTTGCAAGGGTATCGTTATCATGATTGGTGACAACACTGT
P.hawaienses    --------------------CTGCCCGGGGTGTCGTCATCAACATCGGTGACCACACCGT
D.pulex         TTTCTTGTTTCATTCAGGTACTGCCAAAGGTATTATTATCAGCATCGGTGACAACACAGT
                                    *   *   *** *  * ****  ** ****** **** **

P.monodon       GATGGGTCGTATTGCTGGTTTGGCATCTGGATTGAAAACTGGTGAAACCCCCATTGCCAA
L.stylirostrys  GATGGGTCGTATTGCTGGTTTGGCATCCGGATTGGAAACTGGTGAAACCCCCATTGCCAA
P.hawaienses    CATGGGTCGTATTGCTGGCCTGGCCACCGCCCTGGAGACTGGAGACACCCCCATTGCCAA
D.pulex         GATGGGTCGCATCGCTGGATTGGCTTCCGGTTTGAGCTCCGGACAGACGCCCATCGCCAA
                 ******** ** *****  ****  * *   **    * **  * ** ***** *****

P.monodon       GGAAATTACCCATTTCATTCACATCATTACTGGTGTGGCTGTGTTCTTGGGTGTGACCTT
L.stylirostrys  GGAAATTACCCATTTCATTCACATCATTACTGGTGTGGCTGTGTTCTTGGGTGTGACCTT
P.hawaienses    GGAAATCGCTCACTTCATCCACATCATCACCGGTGTGGCTGTCTTCCTCGGAGTGACTTT
D.pulex         GGAGATTGAGCATTTCATTCACATCATTACGGGAGTGGCCGTCTTCTTGGGAGTTTCCTT
                *** **    ** ***** ******** ** ** ***** ** *** * ** **  * **

P.monodon       CTTCGTTATTGCCTTCATCCTTGGGTACCATTGGTTGGATGCTGTTGTGTTCCTCATTGG
L.stylirostrys  CTTCGTTATTGCCTTCATCCTTGGGTACCATTGGTTGGATGCTGTTGTGTTCCTCATTGG
P.hawaienses    CTTCGTCGTTGCCTTCATTGTTGGTTACTACTGGCTGGACGCCGTTGTGTTCCTTATTGG
D.pulex         TTTCATTATCGCTCTCGCTCTCGGCTACAACTGGCTCGATGCCGTCATCTTTTTAATCGG
                 *** *  * **  **    * ** *** * *** * ** ** **  * **  * ** **

P.monodon       TATCATTGTAGCCAATGTGCCTGAGGGTCTGCTAGCCACTGTCACTGTGTGCTTGACTCT
L.stylirostrys  TATCATTGTAGCCAATGTGCCTGAGGGTCTGCTAGCCACTGTCACTGTGTGCTTGACTCT
P.hawaienses    TATCATTGTCGCCAACGTGCCCGAAGGTCTGCTGGCCACTGTAACTGTGTGTCTCACCCT
D.pulex         CATCATCGTCGCCAACGTACCCGAGGGTCTGCTCGCCACCGTCACCGTCTGTTTGACCCT
                 ***** ** ***** ** ** ** ******** ***** ** ** ** **  * ** **

P.monodon       TACTGCCAAGCGCATGGCTGCCAAGAACTGCCTTGTAAAGAACTTGGAAGCTGTGGAAAC
L.stylirostrys  TACTGCCAAGCGCATGGCTGCCAAGAACTGCCTTGTAAAGAACTTGGAGGCTGTGGAAAC
P.hawaienses    CACTGCCAAGCGAATGGCTGCCAAGAACTGTCTCGTCAAGAACTTGGAAGCCGTCGAAAC
D.pulex         GACGGCCAAGCGCATGGCCAAGAAGAATTGCTTGGTCAAGAATCTGGAGGCTGTCGAAAC
                 ** ******** *****    ***** **  * ** *****  **** ** ** *****

P.monodon       CCTTGGTTCCACTTCCACCATTTGCTCTGATAAGACTGGTACCCTCACCCAGAATCGTAT
L.stylirostrys  CCTGGGTTCCACTTCCACCATTTGCTCTGATAAGACTGGTACCCTCACCCAGAATCGTAT
P.hawaienses    CCTGGGCTCTACGTCCACCATTTGCTCAGATAAGACCGGAACCCTCACCCAGAACCGTAT
D.pulex         CCTTGGATCCACATCGACCATCTGCTCAGATAAGACTGGAACCTTGACACAGAACCGAAT
                *** ** ** ** ** ***** ***** ******** ** *** * ** ***** ** **
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P.monodon       GACAGTAGCACATATGTGGTTCGACAACACCATCATTGAGGCTGATACATCTGAAGATCA
L.stylirostrys  GACAGTAGCACATATGTGGTTCGACAATACCATCATTGAAGCTGATACATCTGAAGATCA
P.hawaienses    GACTGTCGCCCACATGTGGTTCGACAACCAGATCGTCGAAGCCGACACATCTGAGGATCA
D.pulex         GACCGTTGCCCATATGTGGTTCGACGGCCAAATTATCGAAGCCGATACCAGCGAAAACCA
                *** ** ** ** ************      **  * ** ** ** **    **  * **

P.monodon       GTCTGGCTG---------------------------------------------------
L.stylirostrys  GTCTGGCTG---------------------------------------------------
P.hawaienses    GTCTGGCGG---------------------------------------------------
D.pulex         ATCCGGTAAATTCAAAGAAAACAAAAATGTTTCAATTCGTTTTAGGTTTCATCCGTGATT
                 ** **                                                      

P.monodon       -----------------------CCAGTATGACAAGACCTCACAAGGCTGGAAGGCTCTG
L.stylirostrys  -----------------------CCAGTATGACAAGACCTCACAAGGCTGGAAGGCTCTG
P.hawaienses    -----------------------TCAGATCGACAAGGGATCCACAGGATGGAAGGCCCTC
D.pulex         CTGTTTTTTTTTTTTGCAGGTGCCCAATACGACAAGACCAGTTTGGGATGGAAGGCCTTG
                                        **    ******         ** ********  * 

P.monodon       TCCAGAATTGCTGCCCTCTGTAACCGTGCTGAATTCAAGAGTGGCATGGAAAACACTCCC
L.stylirostrys  TCTAGAATTGCTGCCCTCTGTAACCGTGCTGAATTCAAGACTGGTATGGAAAACACTCCC
P.hawaienses    TCCACCATCGCTGCCCTCTGCAACAGGGCTGAGTTCAAGTCCGGACAAGACGGAGTGTCC
D.pulex         TGCCGCGTCGCTTGCCTGTGCAGCCGAGCCGAATTCAAAATGGGCCAACAGAGCATGCCC
                *      * ***  *** ** * * * ** ** *****    **     *        **

P.monodon       ATCCTGAAACGTGAAGTAAACGGCGATGCTTCTGAAGCTGCTCTGCTGAAGTGCGTAGAA
L.stylirostrys  ATCCTGAAACGTGAAGTAAACGGCGATGCTTCTGAAGCTGCTCTGCTGAAGTGTGTAGAA
P.hawaienses    ATCCTGAAACGTGAAGTCAACGGCGATGCTTCCGAGGCTGCTCTCCTCAAGTGCTGTGAA
D.pulex          GTTTTGAAACGCGAAGTCAACGGCGACGCCTCTGAGGCCGCCCTGTTGAAATGCGTCGAA
                 *  ******* ***** ******** ** ** ** ** ** **  * ** **    ***

P.monodon       TTGGCTGTTGGTGATGTAAAGGGCTGGCGTGCACGCAACAAGAAGGTATGTGAAATTCCT
L.stylirostrys  TTGGCTGTTGGTGATGTTAAGGGCTGGCGTGCACGCAACAAGAAGGTATGTGAAATTCCT
P.hawaienses    CTGGCCTGTGGTGACGTCATGGAATGGAGGAAACGCAACAAGAAGATCTGCGAGATTCCC
D.pulex         TTGGCCACCGGTGATGCCATGAACATTCGCGGCCGAAACAAGAAAGTCTGCGAAATCCCG
                 ****    ***** *  * *       *    ** ********  * ** ** ** ** 

P.monodon       TTCAACTCAACCAACAAGTACCAAGTATCCATTCACAATACTGAGGATAAGAACGACCCA
L.stylirostrys  TTCAACTCCACCAACAAGTACCAAGTATCCATCCACGAGACCGAGGATAAGAACGACCCA
P.hawaienses    TTCAACTCCACCAACAAATACCAGGTGTCTATCCACGAAACCGAAGACAAGAGCGATCCC
D.pulex         TTCAACTCGTCCAACAAGTACCAGGTGTCGATCCACGAGAACGAAGACAAGAACGACGGC
                ********  ******* ***** ** ** ** *** * *  ** ** **** ***    

P.monodon       CGATACCTTCTTGTGATGAAGGGAGCCCCTGAGAGGATCCTGGAACGTTGCTCCACCATC
L.stylirostrys  CGATACCTTGTTGTGATGAAGGGAGCCCCTGAGAGGATCCTGGAACGTTGCTCCACCATC
P.hawaienses    AGGTACCTGCTTGTGATGAAGGGCGCTCCCGAGAGGATCCTCGAGCGCAGCTCCACTATT
D.pulex         CGCTACTTTATGGCCATGAAGGGAGCGCCCGAGCGCATTCTCGATCTCTGCTCGACCATT
                 * *** *  * *  ******** ** ** *** * ** ** ** *   **** ** ** 

P.monodon       TACATCAATGGAGAAGAAAAGGCCCTCGACGAAGAAATGAAGGAAGCTTTCAACAATGCC
L.stylirostrys  TACATCAATGGAGAGGAAAAGGCCCTCGACGAAGAAATGAAGGAAGCTTTCAACAATGCC
P.hawaienses    TTCGTCAACAACGAAGACAAGCCATTGGACGAGGACCTCAAGGAAGCCTTCAACAACGCC
D.pulex         TTCATCAATGGGCAAGAGAAGGTGTTGGACAACGAACTGAAGGACGCTTTCAACACGGCT
                * * ****     * ** ***    * *** * **  * ***** ** *******  ** 

P.monodon       TACCTTGAATTGGGTGGCCTTGGAGAGCGTGTACTTGGTCTCTGCGACTATGTGCTGCCA
L.stylirostrys  TACCTTGAATTGGGCGGTCTTGGAGAGCGTGTACTTGGTTTCTGTGACTACATGCTGCCA
P.hawaienses    TATCTCGAACTCGGAGGCCTGGGTGAGCGTGTACTGGGCTTCTGCGACTACAGACTGCCT
D.pulex         TACATGAGCCTGGGAGGTCTCGGCGAGCGAGTCCTCGGCTTCTGCGATTTCAACTTGCCG
                **  *     * ** ** ** ** ***** ** ** **  **** ** *      **** 

P.monodon       ACTGACAAGTACCCTCATGGATACCCCTTTGATGCTGATGCTGTAAACTTCCCTGTCCAT
L.stylirostrys  ACTGACAAGTACCCTCTTGGATACCCCTTCGATGCTGATGCTGTGAACTTCCCTGTCCAT
P.hawaienses    GCTGACAAGTACCCTATTGGCTTCCCATTCGATGCTGATAACTGCAACTTCCCCGTGCAC
D.pulex         CTGGACCAGTTCCCCAAAGGCTTCAAATTCGACGCCGATGAAGTCAATTTCCCCATCAAC
                   *** *** ***    ** * *   ** ** ** ***      ** *****  *  * 
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P.monodon       GGTCTGCGCTTCGTGGGTCTGATGTCTATGATTGATCCTCCACGTGCTGCTGTACCTGAT
L.stylirostrys  GGTCTGCGCTTCGTTGGTCTGATGTCCATGATTGATCCTCCTCGTGCTGCTGTACCCGAT
P.hawaienses    GGCCTCCGCTTCGTTGGGCTCATCTCACTCATTGATCCTCCCCGTGCTGCTGTGCCCGAT
D.pulex         GGAATGCGATTCGTCGGACTCATGTCCATGATCGATCCCCCACGTGCCGCCGTACCCGAT
                **  * ** ***** ** ** ** **  * ** ***** ** ***** ** ** ** ***

P.monodon       GCTGTAGCAAAGTGCAGATCTGCTGGTATCAAGG--------------------------
L.stylirostrys  GCTGTAGCAAAGTGCAGATCTGCTGGTATCAAGG--------------------------
P.hawaienses    GCCGTCGCCAAGTGCAGGTCTGCCGGTATCAAGG--------------------------
D.pulex         GCCGTCGCCAAGTGCCGCTCCGCCGGAATTAAAGGTAATTGTTTTTCATTTCAACCATTT
                ** ** ** ****** * ** ** ** ** ** *                          

P.monodon       ---------------------------------------TTATCATGGTTACTGGTGATC
L.stylirostrys  ---------------------------------------TTATCATGGTTACTGGTGATC
P.hawaienses    ---------------------------------------TCATCATGGTTACCGGTGACC
D.pulex         AATTGGAATCTTTTTCTTAATAATCTTTTATTTATTTAGTTATCATGGTTACCGGTGACC
                                                       * *********** ***** *

P.monodon       ACCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCTGTAGGTATCATCTCTGAAGGAAACGAGA
L.stylirostrys  ACCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCTGTAGGTATCATCTCTGAAGGAAACGAGA
P.hawaienses    ATCCCATCACTGCCAAGGCTATTGCCAAGTCCGTAGGTATCATCAGCGAGGGTAACGAAA
D.pulex         ACCCCATCACTGCCAAAGCTATCGCCCGATCTGTCGGTATCATTTCCGAGGAGAGTGAAA
                * ************** ***** ***   ** ** ********    ** *  *  ** *

P.monodon       CTGTTGAGGATATTGCACAGAGGCTGAACATTCCTATCAAGGAGGTTGACCCCACTGAAG
L.stylirostrys  CTGTTGAGGACATTGCACAGAGGTTGAACATTCCCATCAAGGAGGTCGACCCCACTGAAG
P.hawaienses    CCGTCGAGGATATTGCCAACCGCCTCAACATTCCCATCAAGGAGGTCGACCCCAGACAAG
D.pulex         CCGTCGAAGATATCGCCGAGCGTCTCAACATTCCCGTCGACCGTGTCAACCCGAGAGACG
                * ** ** ** ** **  *  *  * ********  ** *    **  **** *   * *

P.monodon       CAAAGGCTGCTGTAGTTCACGGCTCTGAACTTCGTGACATGACATCTGAGCAGTTGGATG
L.stylirostrys  CAAAGGCTGCTGTAGTTCACGGTTCTGAACTTCGTGACATGACATCCGAGCAGTTGGATG
P.hawaienses    CGAAGGCTGCTGTTGTGCACGGTATTGAACTCAGGGACATGACTTCTGATCAGCTCGACG
D.pulex         CCAAGGCCGCCGTCATCCACGGTGGTGAATTGCGTGACTTGACCCCGGCCCAACTCGACG
                * ***** ** **  * *****   **** *  * *** ****  * *  **  * ** *

P.monodon       ATGTCCTCCTCCACCACACTGAAATCGTGTTTGCCCGTACCTCCCCACAACAGAAACTGA
L.stylirostrys  ATGTCCTCCTCCACCACACTGAAATCGTGTTTGCCCGTACCTCCCCACAACAGAAGCTGA
P.hawaienses    ACATCCTCAGGCACCACACCGAGATCGTGTTTGCTCGTACATCACCCCAACAGAAGCTCA
D.pulex         ACATCCTTCGCTACCACACGGAGATTGTCTTTGCCCGCACGTCACCTCAACAGAAACTCA
                *  ****     ******* ** ** ** ***** ** ** ** ** ******** ** *

P.monodon       TCATTGTAGAAGGTTGCCAGCGTATGGGTGCCATTGTGGCTGTAACTGGTGATGGTGTGA
L.stylirostrys  TCATTGTAGAAGGTTGCCAGCGTATGGGTGCCATTGTGGCTGTAACTGGTGATGGTGTGA
P.hawaienses    TCATCGTCGAGGGTTGCCAACGGTTGGGTGCCATTGTCGCCGTAACGGGTGATGGTGTCA
D.pulex         TCATCGTCGAGGGTTGCCAACGTGGAGGAGCTATTGTGGCCGTCACCGGTGACGGTGTCA
                **** ** ** ******** **    ** ** ***** ** ** ** ***** ***** *

P.monodon       ATGATTCTCCTGCTCTGAAGAAGGCTGATATTGGG-------------------------
L.stylirostrys  ATGATTCTCCTGCTCTGAAGAAGGCTGATATTGGT-------------------------
P.hawaienses    ACGACTCACCCGCTCTCAAGAAAGCTGATATTGGT-------------------------
D.pulex         ACGATTCGCCCGCTTTGAAGAAAGCCGATATCGGTACATGCCCGCACTTAATGTCAATTC
                * ** ** ** *** * ***** ** ***** **                          

P.monodon       ---------------------------------------------------GTTGCTATG
L.stylirostrys  ---------------------------------------------------GTTGCTATG
P.hawaienses    ---------------------------------------------------GTTGCTATG
D.pulex         TCTGTAGGATTTTTTTCAAATTCAATTTGTGTATGATTTTCAATTGTAGGTGTTGCCATG
                                                                   ***** ***

P.monodon       GGTATTGCTGGTTCTGATGTGTCCAAGCAAGCTGCTGACATGATCCTGTTGGATGACAAC
L.stylirostrys  GGTATTGCTGGTTCTGATGTGTCCAAGCAAGCTGCTGACATGATTCTGTTGGACGACAAC
P.hawaienses    GGTATTGCCGGCTCGGACGTATCCAAACAAGCCGCTGACATGATCTTGCTCGACGACAAC
D.pulex         GGTATTGCCGGTTCCGATGTCTCCAAACAGGCCGCTGACATGATCTTGTTGGACGACAAC
                ******** ** ** ** ** ***** ** ** ***********  ** * ** ******

P.monodon       TTTGCTTCCATTGTCACTGGTGTTGAAGAGGGCAGACTTATTTTCGACAACCTGAAGAAA
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L.stylirostrys  TTTGCTTCCATTGTCACCGGTGTTGAAGAGGGCAGACTTATTTTCGACAACCTGAAGAAA
P.hawaienses    TTCGCTTCCATTGTCACTGGCGTCGAGGAGGGTCGTCTTATCTTCGATAATCTGAAGAAG
D.pulex         TTCGCCTCCATCGTTACCGGTGTAGAGGAGGGTCGTCTGATTTTCGACAACTTGAAGAAG
                ** ** ***** ** ** ** ** ** *****  * ** ** ***** **  ******* 

P.monodon       CCATTGCTTACACCCTGACATCTAACATCCCTGAGATCTCTCCTTTCTTGTTCTTCATG
L.stylirostrys  TCCATTGCTTACACCCTGACATCTAACATCCCTGAAATCTCTCCCTTCTTGTTCTTCATG
P.hawaienses    TCCATCGCTTACACTCTCACTTCCAACATTCCTGAAATTTCTCCCTTCTTGTTCTTCATG
D.pulex         TCCATCGCCTACACCCTGACATCCAACATTCCTGAGATTTCCCCCTTTTTGATGTTCATT
                ***** ** ***** ** ** ** ***** ***** ** ** ** ** *** * ***** 

P.monodon       ATTGCCTCAGTCCCACTTCCTCTTGGAACTGTGACCATCCTCTGCATTGATCTGGGTACT
L.stylirostrys  ATTGCCTCAGTCCCACTTCCTCTTGGAACTGTGACCATCCTCTGCATTGATCTGGGTACT
P.hawaienses    TGTGCCTCTGTGCCACTTCCTCTAGGCACTGTCACCATTCTTTGCATCGATCTCGGTACC
D.pulex         CTGCTTGATATCCCTCTCCCTCTCGGAACCGTCACCATCTTGTGTATCGATTTGGGTACC
                          * ** ** ***** ** ** ** *****  * ** ** *** * ***** 

P.monodon       GACATGGTGCCT------------------------------------------------
L.stylirostrys  GACATGGTGCCT------------------------------------------------
P.hawaienses    GACATGGTAAGT------------------------------------------------
D.pulex         GACATGGTAAATCATTTAGAATTCTCTGACACAAAAATACGACGTGGCATTTCTAACTAT
                ********   *                                                

P.monodon       -----------------GCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTAAGTCTGATATTATGA
L.stylirostrys  -----------------GCCATTTCCCTTGCCTATGAAGAAGCTGAGTCTGATATTATGA
P.hawaienses    -----------------ACCA---CACTAAGATCTAGCTAGGGTACCTGTCAGACTAGAT
D.pulex         TTTACCAACAGGTACCGGCCATCTCTCTTGCCTACGAAGAATCCGAATCCGACATCATGA
                                  ***   * **    *      *       *   * *  *   

P.monodon       AGCGCCAGCCCCGAAACCCATTCACCGACAAGCTTGTAAACGAGAGGC------------
L.stylirostrys  AGCGCCAGCCCCGAAACCCATTCACCGACAAGCTTGTGAACGAGAGGC------------
P.hawaienses    CACTGTTTTATAGTGCTCCTGTCGCCTACGACGGAGAACTCCCAATAT------------
D.pulex         AGCGTCGCCCTCGTAATCCATTTACTGACAAACTCGTCAACGAAAGGTAATTGCTTTAAT
                  *         *    **  *  *  ** *    *    *   *               

P.monodon       --------------------------------------------------------TCAT
L.stylirostrys  --------------------------------------------------------TCAT
P.hawaienses    --------------------------------------------------------AGTT
D.pulex         TTCTCTAACACTTTATTTGACTTTAAACTGATTTTGTTTATGCTGTCCATTTAGATTGAT
                                                                           *

P.monodon       CTCAATGGCCTA--TGGTCAGATTGGTATGATTCAAGCCCTGGCAGGATTCTT-----CA
L.stylirostrys  CTCAATGGCCTA--TGGTCAGATTGGTATGATCCAGGCCCTGGCAGGATTCTT-----CA
P.hawaienses    GAACATAACCTACATAGTAATATTGACAGGATGTGA--CTTGAAGAGATCCTTGTAGGCA
D.pulex         TTCCATGGCTTA--CGGTCAAATTGGTATGATGCAAGCTTCGGCCGGTTTCTT-----CA
                    **  * **    ** * ****  * ***         *    * * ***     **

P.monodon       CCTATTTCGTGATCATGGCTGAGAACGGCTTCCTGCCACCCCATCTGTTCGGTCTCCGTG
L.stylirostrys  CCTATTTCGTGATCATGGCTGAGAACGGCTTCCTGCCACCCCATCTCTTTGGTCTCCGTG
P.hawaienses    GCTTGAATGAGACTCAGTGGTAGGATACGATGGTGCAACTGACAATATTTATAGAACTTG
D.pulex         CCTATCTTGTCATTATGGCCGAAAACGGATTCAAGCCCGACCTGCTGTTGGGTATCCGTA
                 **     *  *    *    *  *     *   **         * **       * * 

P.monodon       AGCGCTGGGACAGCAAGGCCATCAACGATCTGGAGGATCACT-ATGGACAGGAATGG---
L.stylirostrys  AGCGCTGGGACAGTAAGGCCATCAACGATCTGGAGGATCACT-ATGGACAGGAATGG---
P.hawaienses    TATACAGGTAAATGCAGTCCGTTTTGTATGAAATGGGCTACTTGTAAAATCCTGCTG---
D.pulex         AGCGATGGGATTCCCGATCCGTCAACGATCTCGAAGATTCCT-ACGGACAGGAATGGGTA
                      ** *        ** *     **      *    **     *        *   

P.monodon       ------------------------------------------------------------
L.stylirostrys  ------------------------------------------------------------
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.pulex         AGGAGAAATCAAATGTCACACTGGATTTGATTTTTGTGGTTTCATCAATTTTATTCATCC
                                                                            

P.monodon       ---------------ACCTTCCACGACCGTAAGATTCTTGAGTACACCT----GCCATAC
L.stylirostrys  ---------------ACCTTCCACGACCGTAAGATTCTTGAGTACACCT----GCCACAC
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P.hawaienses    ---------------ATATTCATAGACTGTTGCACCGTAGAATATACTTTGGGACAACTA
D.pulex         GCCAACTTCATTCAGACGTACGATGCCCGCAAGCAACTCGAGTACACCT----GCCACAC
                               *  * *   * * *        * ** ** ** *     * *   

P.monodon       TGCCTTCTTCACCTC-TATTGTGATTGTGCAGTGGGCTGATTTGATCATTTGCAAGACCC
L.stylirostrys  TGCTTTCTTCACCTC-CATTGTGATTGTGCAGTGGGCCGATTTGATCATTTGCAAGACCC
P.hawaienses    GGTGTACTACATTAAGTACTATAGCCGACCAGGGCTTAGGATAGACTATTGAAAGGACTA
D.pulex         TGCCTTCTTCGTATC-GATCGTTATTGTGCAATGGGCCGATTTGCTCATTTGCAAAACCA
                 *  * ** *       *   *    *  **  *    *  * *   ***   *  **  

P.monodon       GCCGTAACTCCATTGT-CCACCAGGGCATGAAGAACTGGGTGCTGA-ACTTTGGCCTCGT
L.stylirostrys  GCCGTAACTCCATTGT-CCACCAGGGCATGAAGAACTGGGTGCTGA-ACTTTGGTCTCGT
P.hawaienses    GAAGCAATACTGATGAGCCATGTGGAGATGAAGTCCAAACTGCCGGCGTTCTCACATGGC
D.pulex         GACGCAACTC-ACTCTTCCAGCAAGGCATGCGCAATCACGTCCTCA-CCTTCGGTCTCTT
                *  * **  *   *   ***    *  ***          * *      *      *   

P.monodon       CTTTGAAACCACTTTGGCTGCCTTCCTTTCCTACACTC--CAGGCATGGACAAGGGTCTT
L.stylirostrys  CTTTGAAACCACTTTGGCTGCCTTCCTTTCCTACACCC--CAGGCATGGACAAGGGTCTT
P.hawaienses    TGATGGAATGGTTTTTAAAGAGACAAATCCTTGCAATTTGCAGAAATTGAAGTGAAACTT
D.pulex         TTTCGAGACGGCCGTCGCCTGCTTCCTCTGCTACACGC--CCGGCATGGACAAGGGTCTT
                    *  *      *                * **     * *  ** **   *   ***

P.monodon       CGCATGTACCC-----ACTGAAGTTCT----ACTGGTGGCTGCCTGCTC-TTCCGTTCTC
L.stylirostrys  CGCATGTACCC-----ACTGAAGTTCT----ATTGGTGGCTGCCTGCTC-TTCCGTTCTC
P.hawaienses    GGGGTGTACTTTT--AGTTTAAGCTTTCCG-AATTCTGTCAAATTCAGT-TTCAGTAGAA
D.pulex         CGCATGTACCCGCTCAAGTAAGGATTTGTTCATTTGTTGTGGTGTATTCCTTCCGGAATA
                 *  *****         * * * * *    * *  *       *     *** *     

P.monodon       CCTCCTTAT--CTTCATCTATGATGAGATAC---GTCGCTT-----CATCCTGCGTAGGA
L.stylirostrys  CATCCTTAT--CTTCATCTACGATGAGATAC---GTCGCTT-----CATCCTGCGAAGGA
P.hawaienses    TCTATTTAATACGCCACCTCTGATCTCATTCA--GTTGATCAAGGGCAGCCAGAGCGTGG
D.pulex         TTTACTAAA-AAAACAACTTTGCATGAATGCAGGATCAACTGGTGGGGCCCGGCTCTTCC
                  *  * *      ** **  *     ** *    *             ** *       

P.monodon       ACCCTGG-TGGTTGGATGGAACTG----GAGACCTACTA-TTAA----------------
L.stylirostrys  ACCCTGG-TGGTTGGATGGAACTG----GAGACCTACTA-TTAA----------------
P.hawaienses    GTCACGCCTCGCCCTATAGAAATC----GAG--CGGCAA-TCGACCCAAATGGGGTTTAC
D.pulex         GTTCTCTCTCCTCATCTTCACCTACGATGAAATTCGCAAGTTTATTCTTCGTAACAATCC
                        *       *  *  *     **      * * *  *                

P.monodon       ------------------------------------------------------------
L.stylirostrys  ------------------------------------------------------------
P.hawaienses    CAGTACTCAAGGTTGCCGGTCAGAGGAAAAGAAAGTACCTAGTCTCTCACAGACGTATTG
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Anexo 3. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da anidrase carbônica citoplasmática das
espécies Callinectes sapitus (GenBank: EF375490.1); Pennaeus monodon (GenBank: EF672697.1) e
Parhyale hawaienses (Sequence ID: GIAFTRM02FUWBU).(*) Indicam as bases conservadas. As
regiões em destaque mostram os locais de onde foram retirados os primers.
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C.sapidus       ----GTGTGTCACAAAGTATCAGTGGAGGAACACGTCACTCGCT-ACAACTAACCATGGT
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
P.monodon       CTGTACCAGAAACACGTGCTCGCCCGCTCTTCCTTCCTCTCTCTGACAGTTAAACATGGT

C.sapidus       CGGCTGGGGATACGCAAAGGCAAATGGACCAAGCACGTGGCCAGCAATGTTCCCAGTGGC
P.hawaienses    -------GGATACGCTAAGGCCAACGGCCCCCATACCTGGAGCAAGGAGTTCCCCATTGC
P.monodon       TGGCTGGGGATATTCCAAGACAAACGGTCCCGCTACTTGGGCCAGCCTCTACCCCATTGC
*****  * *** * ** ** **    ** ***         * ***  * **

C.sapidus       GGGGGGCAGCAAGCAGTCCCCCATTGACATCAAGAGGCGAGGCTGCCCTGAGGACCCGAG
P.hawaienses    TGCAGGAAAGAATCAGTCGCCCATTGACATCAAGCGCGCCATCTGCTCCCAAGACTCTGC
P.monodon       TGGTGGCAGTCACCAGTCCCCTATTGACATCAAGGGGTCAAGTTGCCCATGCGACGGTAA
*  ** *   * ***** ** ************ *       *** *    ***

C.sapidus       GCTCAACAAGATCCGCGCTGCCTACGCCGACATCATGATCTCCGAACTCTCCAACAGCGG
P.hawaienses    CCTGAAGCCCATCGCTGTGGACTACACCGCCGTGGAGGTGGGGGAGCTTGGCAACACGGG
P.monodon       CCTAACTGCCATTCAGGCGACATATCAAGACATCAGGATCTCTGAGCTCTCCAACAGCGG
** *     **    *     **    * * *   * *    ** **   *****  **

C.sapidus       AGCCTCGTGGAAGGCGCAGATCGGCAGCGGCAGGTCAAGCCTGCGCGGAGGACCTCTTGG
P.hawaienses    CAGCTCCTGGAAGGCGCAGGTCACGGGGGGAAAGTCTAGCCTGACTGGAGGGCCACT---
P.monodon       ACATTCATGGAAGGCTCAGGTTGCTGGGGGAAGTTCAAGCCTAAAAGGAGGACCTCT---
** ******** *** *     * ** *  ** *****    ***** ** **

C.sapidus       GGATGATGAGTACGTGTTGGAGCAGTTCCACCCTCACTGGGGCAAGACTAACGAGAGAGG
P.hawaienses    ATCCTCCAAGTACGCCCTGGAACAGTTCCACGCCCACTGGAGTAACACCGAGAGAGTGGG
P.monodon       GTCGGACGAATACGTATTGGAACAGTTCCATTGCCATTGGGGTAAGACAAATGAAACTGG
* ****   **** ********    ** *** * ** **  *       **

C.sapidus       CTCTGAACACACTGTAGATGGCACCTGCTACCCCGCTGAGCTTCACCTGGTACACTGGAA
P.hawaienses    CAGCGAGCACACCGTCGACGGAATTGCCTACGCTGCAGAGCTCCATCTCGTTCACTGGGA
P.monodon       ATCTGAACACACCGTCAATGGTCACTGCTACTCTGGGGAGTTGCATTTGGTGCACTGGAA
** ***** **  * **      **** * *  *** * **  * ** ****** *

C.sapidus       CAAGAGCAAGTTTTCCA-GCTT-CGCCCAGGCTGCGGCCAGTGAAGGAGGTCTGGCCGTG
P.hawaienses    CACGGAAAAATTCAAAAAGCTTACGGAGAGGCAGCGTCTGTGAAGGGCGGACTGGCTGTA
P.monodon       CAAGACCAAGTTTAACA-GTTT-TGCTGAAGCTGCAGCTGCTGAGGGTGGTCTTGCTGTA
** *   ** **    * * **  *   * ** **  *     * ** ** ** ** **

C.sapidus       CTGGGGATGTTCCTAACTATTGGACAGGAGCACCCGGAGATGTCCAAGATC--TGTAACC
P.hawaienses    CTCGGGATGTTCCTAAAGGTTGGCAAAGCGAATGCTGAGCTGGAGAAACTCAACGAAGCT
P.monodon       CTTGGGATGTTCCTTGTTGTTGGCAACGAGCATGCTGAGCTGGGTAAGGTTA--GCAAGC
** ***********     ****  * * * *  * *** **   **  *    * *

C.sapidus       TGCTGCCCTTCATCAGCCACAAGGGTCAGGCCATCACCGTGACGAACCCTGTGCGCCCAG
P.hawaienses    AGCTGTCATTCA------------------------------------------------
P.monodon       TGCTCCCCTTCATTCAGCACAAAGGCCAAGCTATTACATTAACTGATCCAGTTAACCCAG
***  * ****

C.sapidus       AGACCTTCCTGCCAAAGAATGGGTCTTACTACACATACAGCGGCTCCCTCACCACCCCGC
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
P.monodon       CAGCTTTCCTGCCTGGCAGTGGATCTTATTGGACCTATTCTGGCTCCCTCACTACCCCAC

 



Anexo 4. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da anidrase carbônica aderida a
membrana das espécies Litopenaeus vannamei (GenBank: JX975725.1); Portunus trituberculatus
(GenBank: JX524150.1) e Parhyale hawaienses (Sequence ID: isotig09088).(*) Indica as bases
conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de onde foram retirados os primers.

L.vannamei      GGCAGTTGGCCGCGTGCCTCGCAAGTGATCAGTCACACATAGGAAACCATCCGGCCTCCC
P.tritubercul   ---AGTCAGCCTCCCGCACCTCC--TCCTCTTCTACGCCTCC----TTCTCTGACCCTCC
P.hawaienses    ----------------------------------------GGAATTTTCACTGTTCCCTT
                                                                  * *  *    

L.vannamei      TGCCGCTGTCTGCTGCTGTCTGCCCTTCATTAGCTAACATGGCTCTCTCCTTCGTGCTCG
P.tritubercul   C-------TCTGCAGCAGTCCTCGCCGCCACCGCCGCCATGGTCGCGCTTCAAGTGGTGA
P.hawaienses    TACCACGTTTTACTGGTATC----CTATAATAGAGACAATGATGACGCGTGCAGCCATCA
                        * * * *   **    *       *     ***            *   *  

L.vannamei      TTCTCGCCTTGGCAATCTTCGCTGAAGAACCCCTCGCCGCCGGCGGAGCCCAGTGGGGTT
P.tritubercul   TCTGTGTGTCTGTCCTCCTCGTGCAAGGTGCCTCTGGTTCAGGAGGCTCCGAGTGGACCT
P.hawaienses    TTC------TGGGCCTCATAGCGACGTGCTTTGTTCACGAAGGAAAGTCGCACTGGGGCT
                *          *   ** * *                    **     *  * ***   *

L.vannamei      ACACAGGGGAACATGGGACGGCGCACTGGGGCTCCATCTTCAGGTCCTGCAGCGGCCAGC
P.tritubercul   ATACGGGACAGCATGGACCTCTTCACTGGGGCTCCATGTTCCAGTCCTGCGCAGGCAGCC
P.hawaienses    ATATGGGCCACGAAGGTTTTGACCGCTGGCCTGAGCTGTACCCCACCTGCAATGGGTCTC
                * *  **  *  * **       * ****       * * *    *****   **    *

L.vannamei      GGCAGTCGCCCATCAACATCGAGACGAGCAATGTCAATGTCGAGTACTGGCGTCCATTCA
P.tritubercul   GTCAGTCCCCCATCAACATTGAGACCCTGAACGTGAAGCAGGAATACTGGAAGCCCCTGC
P.hawaienses    ACCAGTCTCCCATCAACCTTGACCCGTTCTTTTCATCCGTGGGGGCTTTCGAACCTTTCT
                  ***** ********* * **  *                *     *     **  *  

L.vannamei      TACTCAAGAACTACGACCAGCCTCCCACGCGCATGCGCATCAAGAACAATGGCCATTTCG
P.tritubercul   GTCTCAAGAACTACGAGAAGGCGCCCTCCAAGATGCGTGTCAAGAACAATGGCCATTCAG
P.hawaienses    ACTTCAGCTACTATCACGAGGTGCCATTGGAAGCCACCCTCATCAACAACGGCCACGCGC
                   ***   ****  *  **   **              ***  ***** *****     

L.vannamei      CCCAGGTTGAGATGGACGCCCAGGCGGCGCCCCGCGTGCGCGACGGAGGACTCAAGGGCG
P.tritubercul   CCCAGGTGGAGATCGACGCCCCCGTGGCCCCAAGAGTGACTGGTGGAGGACTCAAGGGTG
P.hawaienses    TGGAGGTGAAGATGAAAGCTGCAAACCAACCCGAAGTGTCGGGGGGGAACCTGGGCTCTT
                   ****  ****  * **          **    ***   *  **    **        

L.vannamei      AGTACATCTTCGCTCAGTTCCACTTCCACTGGGGGCACGACTCCAGCCTCGGCTCCGAGC
P.tritubercul   AATACATCTTTGCCCAGTTCCACTTCCACTGGGGGGCAGACTCTACTCGCGGCTCTGAGC
P.hawaienses    CCTACACCTTCGACCAGTACCACATGCACTGGGGGGTGGACGACCTCAGGGGGTCTGAGC
                  **** *** *  **** **** * *********   ***         ** ** ****

L.vannamei      ACACCATCGACGGCGTCAGGTACCCGATGGAGCTCCATCTCGTCCACTACAAGGGCGCCT
P.tritubercul   ACACCATCGACGGCGTCAGGTACCCCATGGAGCTCCACATGGTGCACTACAAGGGTTCCT
P.hawaienses    ACACCATCAACTACGTCAGGTTCCCGATGGAGCTGCATCTGGTGCACCACAAGACAGAGT
                ******** **  ******** *** ******** **  * ** *** *****      *

L.vannamei      ACGGATCCCTGGCAGAGGCTGTGAAGAAGGCCGACGGTCTGGCAGTTTTGGGCGTGATGC
P.tritubercul   ACGGCACTCTGGGTGAGGCTGTGAAGAGGAGGGACGGCCTGGCTGTGCTTGGCGTGATGC
P.hawaienses    ACGGCAACCTGTCGGCGGCCCTCGAGCATCCAGACGGGGTTGCGGTTCTCGGGCTTCTCT
                ****    ***   * ***  *  **      *****  * ** **  * **  *  *  

L.vannamei      TTGAGGTCTCCAACAGCGACAACCCCGCCCTCACCCCCCTCGTCACCGCCCTCAGAAATA
P.tritubercul   TCGAGGTATCCAGTAATGATAACCCAGCCCTTGCTCCCCTCGCCACTGCCCTTCTCAACG
P.hawaienses    TCGTGATTTCAGAACACGACAACCCTGCCCTCGCACCCCTCATCTCGCAGCTGACGGCCA
                * * * * **       ** ***** *****  * ******  * *    **        

L.vannamei      TCACCGACTCAGGCATGTTTGCCGAAGTGGACGCCAGGCACCCCCTCCGTGCCTTCCTGC
P.tritubercul   TGACGGATGCTGATATGTTCGCTGAGATCTCCGCCATGTACCCACTGAAGGCCTTCCTGC
P.hawaienses    CCGAAGAAGTTGGGGAACATGTGGTTACGACCGATATGTACCCTCTGACGTCCGTCCTGC
                     **    *        *  *       **  * * **** **     ** ******

L.vannamei      CGAGGAACCTGGACACCTTCTACAGGTACTCGGGCTCCCTCACCACGCCCACTTGCAACG
P.tritubercul   CGCGTAACATCGAGAAGTTTTACCGATACGAAGGTTCCCTCACCACCCCGACTTGCAACG
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P.hawaienses    CCAGGGACCTCTCCCGCTTCTACCGCTACCGTGGATCCCTTACAACTCCCACGTGCAACG
                *  *  ** *       ** *** * ***   ** ***** ** ** ** ** *******

L.vannamei      AAGTAGTAACCTGGACTGTCTTCGCGGACGCCATCACCATCTCCGAGAAGCAGCTGAACG
P.tritubercul   AGGTGGTCACGTGGACTGTTTTCGACGAGGCTATCTCCATCTCTGAGCGACAGCTGAACA
P.hawaienses    AAGTCGTCACGTGGACCATTTTTGATGATCACGTGCCCGTCTCTGAGAAGCAAATGGCAA
                * ** ** ** *****  * ** *  **     *  ** **** ***   **  **    

L.vannamei      CCTTCCGGGCCCTTGTAGACGACCACAACCAGCCAATCGTCAACAACTTCCGACCTCCTC
P.tritubercul   ACTTCCGTGCCATGATGGATCCCCACGGCGGCAAGATTGTCGACAACTTCCGCCCGCCCC
P.hawaienses    GTATCAGGTCCCTTGAAGACTCCGACGAAGAGCAGCTGGTGAACAATTTCCGGCCTCTAC
                   ** *  ** *    **   * **          * **  **** ***** ** *  *

L.vannamei      AGCCACTCAACCACCGCAAGGTAATGGTGTCAGGCAAGTCTGATGCTGATTCTGCTGCCT
P.tritubercul   AGCCACTCAACAACAGGAAGGTGTTCGTGTCCGCCGAGAGCAGCGCTGACTCCTCCACCA
P.hawaienses    AAGACCTCAACGACCGCACTGTGTACCGGTCGTTTAAAA--AGTAA-AGCTCCGCCCCCT
                *    ****** ** * *  **      ***     *             **  *  ** 

L.vannamei      TGAAGAAAGTTGGGCTCACCCTTTACTTCATGACCTCCATGGCCGTCCTGATGATGAACA
P.tritubercul   TGAAGAAGGTCGGGCTCACTTTTTACTTCATGACCTCTATGGCAGTGCTCATGATGAATA
P.hawaienses    TAGATTCTGCCCCCGAGCCACGCAGATGCAGCTTCACTCTACACGTCTTCCCGCTGCAC-
                *  *    *         *       * **    * *  *    **  *   * ** *  

L.vannamei      TGTAGAATCCTTT-----TCTGCCACCATTGCCAACACCTTCTTCTCCTCCACTACGCCC
P.tritubercul   TGTAAATGCCTTTCCTCCTCCACCTCCACCATCACAACAACCTCTTCCTGCATTTTCTCC
P.hawaienses    TGAGGCCATTTTTCT---TTCACAGGCCATGTTGAAATGGTTATTCACGGGATTCTTATT
                **        ***     *   *   *         *          *   * *      

L.vannamei      AATATCATT--ACAAACACCTGAACGTGGTGGGAGATGAGTCGAGAGATTGCCCATCGAA
P.tritubercul   CTCCCCACTCTTCCTCCTCCTCCCTCCGGTGCGGGGGCGGTGGAGGGGCGGCAGGGGTGA
P.hawaienses    TTCTCTGAT-----ACTTCATGTCCTAATCAGTGGACCAGTCAA-----CTCATATCTAT
                        *         * *             *    **  *       *        

L.vannamei      GGAACTGTCATTGCCGCTTCCCTGACGCTCCCCGCCCGCCGGGGACAAGATCACAAGACT
P.tritubercul   GGGG-TGTGGGTGCAGGG--CGTGGTGTCTCTGGCC---------------------ACT
P.hawaienses    TGTG--TTAACTACTTGATTTGTGGTGGCATCTAGT---------------------AAT
                 *     *   * *        **  *                              * *

L.vannamei      TGGCTGACGACAAGCTGCAGCGCCACATACAAGTCTAGCAAAGAAAGTCACATTCAGCTA
P.tritubercul   TTTGTGACGTCGG--TGCCTCGC-GCACAC---TTTTGC-------GTCAC--CCAG---
P.hawaienses    TTG--AACCTTCAACTATCAGCTGAAATTTGTGACCTATGG-----ATTACAGCAAA---
                *     **       *          *                    * **    *    

L.vannamei       TGTTTTGACTAACAATAGAAAATCAGGGGGCCTTGTAAACATTTGTTCCGACAGCAGTTT
P.tritubercul    TGGAAGGAGAACCGACGGAGAACCGAAGAG----GTGAACCGCTGCCATCATCACCATCA
P.hawaienses    -ATAGGAACCTATGACTAACAACTAAAAGCTTGTATTGGCATCAGTTAAAACTTCGGACT
                       *      *   * **             *   *    *     *   *     

L.vannamei      TTAGGGTATTTTTTACTAATTACAAGGG-AATTTTGACAGATTTCTGGGTACTTCTCAAT
P.tritubercul   CCACCATTGTCGCCACCATCAGTATTGTTAATAGTGACTGAAGTTTTTACGTTGCCC---
P.hawaienses    TATGAGTAATAAATA--GTTAAATATTTCAATACTAAGATAACAGCTGGAA---------
                      *  *    *              ***  * *   *                   

L.vannamei      CAAGAGCGATGGAGATAGCTGGCAAAGACTGGTGATTAGGCAACTCAAGTGTCTTCT-GG
P.tritubercul   CAGTACCGA-GTAATTTACT--CATGAACCGGCCGCT-------TCACACACTCACT-CA
P.HAWAIENSES    -ACGGACTAAATGAGTTACTGGTAAAAACTTGACATTTA-----TGAGAAACAGACTACA
                 *    * *      *  **   *   **  *    *       * *        **   

L.vannamei      CTGCGAGGGCCACGGCGCCCCTTAGGTGTTCAGCATTGTAGGATCTTTTTTGAAACACAT
P.tritubercul   CTGTATGAAGCTC--CGAATTTGAGACACTTTTCATTTTTTT-TCTTTTTTCAATGTCAT
P.hawaienses    AAGTAGGACCTAT-----------------------------------------------
                  *   *                                                     

L.vannamei      TATCTAAGGACTTTCTAGGAATTTTTGATTAC---ACATTGTTTTTAAGCTGACCTTAAA
P.tritubercul   TGTTTTATGTCTTTCAATTTACTCAAGACTACGAGAAATAAGTTCAAGGAGTATGACGAA
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
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Anexo 5. Primeiro alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da V-H+-ATPase  das espécies
Artemia franciscana (GenBank AY197611); Drosophila melanogaster (GenBank NM057560.4);
Expaleomon carinicauda (GenBank KF442413).(*) Indica as bases conservadas. As regiões em
destaque mostram os locais de onde foram retirados os primers.

P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  CATCGACAAGGGACCCCCAATTCTGGCTGAGGATTTCCTGGACATCCAGGGCCAGCCCAT
A.franciscana   CATTGACAAGGGACCAAGTATTTTGGCCGAAGAGTTTTTAGATATTCAAGGTCAGCCAAT
E.carinicauda   CATTGATCAAGGCCCAACTGTGCTAGCTGAAGATTTCTTGGATATCCAAGGTCAGCCCAT
                                                                           

P.hawaienses    -------------------------------ATGATCCAGACTGGTATTTCTTCTATTGA
D.melanogaster  CAACCCCTGGTCGCGTATCTACCCCGAGGAGATGATCCAGACCGGTATCTCGGCCATCGA
A.franciscana   TAATCCCTGGTCCCGTATTTATCCAGAAGAAATGATTCAAACAGGAGTATCATCAATTGA
E.carinicauda   TAACCCTTGGTCCCGTACTTACCCAGAGGAGATGATTCAGACCGGTATTTCTTCCATTGA
                                               ***** ** ** **  * **  * ** **

P.hawaienses    TGTCATGAACTCTATTGCCAGAGGTCAGAAGATTCCCATCTTTTCGGCTGCTGGTTTGCC
D.melanogaster  TGTGATGAACTCGATTGCCCGTGGCCAGAAGATCCCCATCTTCTCCGCCGCCGGTCTGCC
A.franciscana   TGTGATGAACTCGATTGCTCGGGGTCAGAAAATTCCCATTTTTTCTGCTGCTGGTCTTCC
E.carinicauda   CGTTATGAATTCCATTGCTCGAGGTCAGAAGATTCCCATCTTCTCAGCTGCTGGTCTACC
                 ** ***** ** *****  * ** ***** ** ***** ** ** ** ** *** * **

P.hawaienses    GCACAACGAGATCGCCGCCCAGATCTGTCGACAGGCCGGTCTCGTGAGCGCCGCCCAGGC
D.melanogaster  CCACAACGAAATCGCCGCCCAGATCTGTCGTCAGGCCGGTCTCGTCAA-GCTGCC-GGGC
A.franciscana   TCACAATGAAATTGCTGCTCAAATTTGTCGACAGGCTGGTTTGGTCAA-ACTTCCTGGA-
E.carinicauda   CCACAATGAAATTGCAGCTCAGATTTGTCGACAGGCTGGTTTGGTCAG-GCTTCCATCA-
                 ***** ** ** ** ** ** ** ***** ***** *** * ** *   *  **     

P.hawaienses    CACTAAAGGCAGCGTTATTGACGACCACCAGGACAACTTCGCTATTGTCTTCGCTGCCAT
D.melanogaster  -----AAGTCCGTGCTG--GATGACCACACCGACAACTTCGCCATCGTGTTCGCCGCTAT
A.franciscana   -----AAATCCGTTTTA--GATGACCACGAGGATAATTTCGCCATTGTTTTTGCAGCTAT
E.carinicauda   -----AAGGGTGTTTTA--GATGACCACAAAGACAACTTTGCCATTGTGTTTGCTGCTAT
                     **    *   *   ** ******   ** ** ** ** ** ** ** ** ** **

P.hawaienses    GGGTGTCAACATGGAGGCTGCCAGGTTCTTCAAACAGGACTTCGAAGAGAATGGCTCCAT
D.melanogaster  GGGTGTGAACATGGAGACTGCCCGATTCTTCAAGCAGGACTTCGAGGAGAACGGTTCCAT
A.franciscana   GGGGGTGAATATGGAAACTGCTCGGTTCTTCAAGCTAGATTTTGAGGAAAATGGATCCAT
E.carinicauda   GGGTGTCAATATGGAGACTGCTAGGTTCTTCAAGCAGGACTTCGAAGAAAATGGTTCTAT
                *** ** ** *****  ****  * ******** *  ** ** ** ** ** ** ** **  

P.hawaienses    GGAGAATGTGTGCCTCTTCTTGAACTTGGCCAACGATCCGACCATCGAGCGCATCATCAC
D.melanogaster  GGAGAACGTGTGTCTGTTCTTGAACTTGGCCAACGATCCGACCATCGAGCGTATCATCAC
A.franciscana   GGAGAACGTCTGTCTCTTTTTGAACTTGGCTAACGACCCGACAATTGAGCGTATTATTAC
C5ATP2          GGAGAATGTGTGTCTCTTCTTGAACTTAGCCAACGATCCCACAATTGAACGTACCATCAC

                ****** ** ** ** ** ******** ** ***** ** ** ** ** ** *  ** **
P.hawaienses    ACCTCGTCTTGCCCTCACCACTGCCGAGTACCTCGCCTATCAGTGCGAGAAGCACGTGCT
D.melanogaster  TCCCCGCCTGGCTTTGACTGCCGCCGAGTTCTTGGCCTACCAGTGCGAGAAGCACGTGCT
A.franciscana   TCCCCGTCTGACCTTAACCGCTGCCGAATATTTAGCATACCAGTGTGAGAAACATGTGCT
E.carinicauda   TCCTCGACTCGCTTTAACAACCGCAGAATATCTTGCCTATCAGTGTGAGAAGCACGTTCT
                 ** ** **  *  * **  * ** ** *   * ** ** ***** ***** ** ** **

P.hawaienses    TATCATCCTTACGGACATGAGTTCATACGCCGAGGCTTTGCGTGAGGTATCTGCTGCTCG
D.melanogaster  GGTCATCCTTACCGACATGTCCTCGTACGCCGAGGCTCTGCGTGAGGTGTCTGCTGCCCG
A.franciscana   CGTCATATTGACAGATATGTCCTCATATGCAGAGGCCCTTCGTGAGGTATCAGCAGCTAG
E.carinicauda   CATTATCCTTACTGATATGTCTTCATATGCAGAGGCTTTGCGAGAGGTATCTGCTGCTCG
                  * **  * ** ** ***   ** ** ** *****  * ** ***** ** ** **  *

P.hawaienses    TGAGGAGGTGCCCGGTCGTCGAGGTTTCCCTGGTTACATGTACACCGATTTGGCTACCAT
D.melanogaster  TGAGGAGGTGCCCGGTCGTCGTGGTTTCCCCGGTTACATGTACACCGATTTGGCCACCAT
A.franciscana   GGAAGAAGTGCCAGGTAGACGCGGTTTCCCTGGTTACATGTACACAGATTTGGCTACAAT
E.carinicauda   TGAAGAAGTGCCAGGTAGACGTGGTTTCCCAGGTTACATGTACACCGATTTGGCCACTGT
                 ** ** ***** *** * ** ******** ************** ******** **  *

P.hawaienses    TTATGAACGAGCTGGTCGAGTTGAAGGTCGTCAAGGATCTATTACTCAGATCCCCATTCT
D.melanogaster  CTACGAGCGTGCCGGTCGTGTGGAGGGACGCAACGGATCCATCACCCAGATCCCCATTCT
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A.franciscana   CTACGAAAGAGCTGGCAGAGTTGAAGGCAGAAATGGATCTATTACACAAATTCCCCTTCT
E.carinicauda   TTATGAAAGAGCCGGACGAGTAGAAGGAAGACAAGGGTCCATCACACAAATTCCTATTTT
                 ** **  * ** **  * ** ** **  *  * ** ** ** ** ** ** **  ** *

P.hawaienses    CACTATGCCTAACGACGATATTACTCATCCCATTCCCGATTTGACTGGATACATCACTGA
D.melanogaster  GACCATGCCTAACGATGATATTACCCATCCCATTCCCGATTTGACCGGTTACATTACCGA
A.franciscana   AACTATGCCCAATGATGATATAACACATCCAATTCCTGATTTGACTGGCTATATTACTGA
E.carinicauda   GACTATGCCTAACGATGACATCACCCATCCTATTCCTGATCTTACGGGGTACATTACCGA
                 ** ***** ** ** ** ** ** ***** ***** *** * ** ** ** ** ** **

P.hawaienses    GGGTCAGATCTACGTCGACCGTCAACTACACAACCGTCAAATTTACCCTCCCATCAACGT
D.melanogaster  GGGCCAGATCTACGTCGATCGTCAGCTGCACAACAGACAGATCTACCCACCAGTCAACGT
A.franciscana   GGGACAGATCTATGTCGATCGTCAACTGTATAATCGACAAATCTATCCTCCAATTAACGT
E.carinicauda   GGGCCAGATTTACGTTGATCGTCAGTTGCACAACAGACAGATCTACCCACCCATCAATGT
                *** ***** ** ** ** *****  *  * **  * ** ** ** ** **  * ** **

P.hawaienses    ACTGCCCTCCCTGTCCCGTCTCATGAAGTCTGCTATTGGTGAGGGCATGACCCGCCGAGA
D.melanogaster  GCTGCCATCGCTGTCGCGTTTGATGAAGTCTGCCATCGGCGAGGGCATGACCCGTAAGGA
A.franciscana   GCTCCCATCCCTTTCTCGTCTAATGAAATCGGCTATTGGTGAAGGGATGACTAGAAAGGA
E.carinicauda   GCTGCCTTCTTTGTCTCGATTGATGAAATCTGCTATTGGTGATGGCATGACAAGGAAAGA
                 ** ** **  * ** **  * ***** ** ** ** ** ** ** *****  *    **

P.hawaienses    CCACAGCGACGTCTCCAACCAGCTCTACGCTTGCTACGCCATTGGCAAGGACTTGCAGGC
D.melanogaster  CCACTCTGACGTGTCCAACCAGCTGTACGCTTGCTACGCCATCGGCAAGGACGTGCAGGC
A.franciscana   TCACTCTGATGTCTCAAATCAGCTGTATGCTTGCTATGCTATTGGCAAAGATGTTCAGGC
E.carinicauda   TCACTCTGATGTATCCAACCAGCTGTATGCCTGCTATGCCATTGGCAAAGATCTCCAGGC
                 ***   ** ** ** ** ***** ** ** ***** ** ** ***** **  * *****
                                                  

P.hawaienses    CATGAAAGCCGTTGTCGGTGAGGAAGCTTTGACGTCCGACGATCTTCTATATCTCGAATT
D.melanogaster  CATGAAGGCTGTGGTGGGTGAGGAGGCCCTGACGCCCGACGATCTGCTGTATCTGGAGTT
A.franciscana   TATGAAAGCTGTTGTAGGCGAAGAAGCTCTTACTCCGGATGATCTTCTTTATTTGGAATT
E.carinicauda   CATGAAAGCTGTTGTAGGTGAAGAAGCCTTGACAGCAGATGACTTGCTGTACTTGGAGTT
                 ***** ** ** ** ** ** ** **  * **  * ** **  * ** **  * ** **

P.hawaienses    CTTGGGTAAGTTTGAGAAGACGTTCCTCACGCAAG-------------------------
D.melanogaster  CTTGACCAAGTTCGAGAAGAACTTCATCTCGCAGGTGAGTTGAACGCGCTTGATATTAAG
A.franciscana   TTTAACGAAATTTGAGAAGAACTTCATTTCTCAAG-------------------------
E.carinicauda   CCTTGGTAAGTTTGAGAAAACCTTCATTTCCCAGGG------------------------
                  *    ** ** ***** *  *** *  * ** *                         

P.hawaienses    -------------------------GTTCCTACA------CAAAGAGAAGCG-----TCT
D.melanogaster  TGGGTTTGTTACAAAACTTTCCTCTGTACCTGCAGGGCAACTATGAGAACCGCACTGTCT
A.franciscana   -------------------------------GAAG-----CTATGAAAATCGAACGGTTT
E.carinicauda   ------------------------------TCCA-------TACATGAAGCGCACTATCT
                                                 *        *    ** **     * *

P.hawaienses    TCGAGTCTCTTGATATCGGCTGGCAGTTGCTACGAATTTTCCCCAAGGAGATGCTCAAGC
D.melanogaster  TCGAATCCCTGGACATTGGCTGGCAGCTGCTGCGTATCTTCCCCAAGGAGATGCTCAAGC
A.franciscana   TTGAGTCCTTAGACATTGGATGGCAACTTCTTCGTATCTTCCCTAAGGAAATGCTTAAGC
E.carinicauda   TTGAATCCCTGGATATTGGCTGGCAACTTTTGCGTATCTTCCCCAAGGAGATGCTTAAAC
                * ** **  * ** ** ** *****  *  * ** ** ***** ***** ***** ** *

P.hawaienses    GTATTCCTGCAAAGACCCTGGCCGAGTTCTACCCCCGTGACAGGCCACAGTAA-------
D.melanogaster  GTATCCCGGCCTCCATCCTGGCCGAATTCTACCCTAGGGACTCGCGCCATTAGATCCTGT
A.franciscana   GTATTCCAGCGTCAGTTTTGGCCGAATACTACCCAAGAGACGC-CAGAGGGAGACACAAT
E.carinicauda   GTATTCCTGCTTCAACACTTGCTGAATTCTATCCCAGAGATAGACCGCAGTAGA--CAAT
                **** ** **        * ** ** * *** **  * **    *      *        

P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  TTATTGTTTT-------GTTTTTGATTTTTGTCCAAAA--TTTTGTTTCATT------CA
A.franciscana   GAGTAAATGTAACGCGGGCCAGTGCTACCTATTTAGAA--TGTAAGACTGTA------TA
E.carinicauda   CAATCACGGTGTATTTTTGTTGTGATCTAATTTCAGAAACTGTTAACTGGTTGTATGTCA
                                                                            

P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  TAATTTAAGCTGGCGGCGGCGCAACGTGCGGCGCGTCTCCACC----TCCTGCAATATCC
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A.franciscana   GGCACTGATGAAATGACGATATTACATTCCTTCGTTTTAAGTCGT--TTCTTAAAAATTW
E.carinicauda   GTTGTCAGTTTGAACCTGGAGTAATTTTTCTTGGTGCATAGACTTTTTTTTTTTATATGA

74



Anexo 6. Segundo Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da V-H+-ATPase das espécies
Daphnia pulex (Daphnia genome ID: hxAUG26rep2s5g42t1); Parhyale hawaienses (Sequence ID:
c o n t i g 3 7 3 9 9 ) ; A . f r a n c i s c a n a (GenBank AY197611); Cherax quadricarinatus
(GenBank:KM880151.1) Exopalaemon carinicauda (GenBank:KF442413.1).(*) Indica as bases
conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de onde foram retirados os primers.

C.quadricari    ATATGTTAGGGCGTATTTTCAATGGTTCTGGCAAACCTATTGATCAGGGTCCTACAGTGT 452
E.carinicauda   ACATGTTGGGTCGTGTTTTCAATGGTTCTGGTAAGCCCATTGATCAAGGCCCAACTGTGC 402
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.pulex         ATATGCTTGGTCGTGTCTTTAATGGATCTGGTAAACCTATTGACAAAGGTCCAACTGTCT 720
A.frasciscana   ATATGCTAGGAAGAATTTTCAATGGTAGTGGTAAGCCCATTGACAAGGGACCAAGTATTT 455
                                                                            

C.quadricari    TGGCTGAAGACTTCCTCGACATTCAAG--------------------------------- 479
E.carinicauda   TAGCTGAAGATTTCTTGGATATCCAAG--------------------------------- 429
P.hawaienses    -----GAAGATTTTCTTGATATTCAAG--------------------------------- 22
D.pulex         TGGCTGAAGACTTTTTAGATATTCAAGGTAAGGTTATTTCCATGTATACTATGCCGTAAA 780
A.frasciscana   TGGCCGAAGAGTTTTTAGATATTCAAG--------------------------------- 482
                     ***** **  * ** ** ****                                 

C.quadricari    -------------------------------GTCAGCCCATCAACCCTTGGTCTCGCACC 508
E.carinicauda   -------------------------------GTCAGCCCATTAACCCTTGGTCCCGTACT 458
P.hawaienses    -------------------------------GTCAGCCTATCAACCCGTGGGCTCGCACG 51
D.pulex         AATGTATTGTTAATTTTGAGTGTGTATGCAGGTCAGCCAATCAATCCTCATTCACGTATC 840
A.frasciscana   -------------------------------GTCAGCCAATTAATCCCTGGTCCCGTATT 511
                                               ******* ** ** **  .  * ** *  

C.quadricari    TATCCAGAGGAGATGATTCAGACTGGCATCTCTTCCATTGATGTCATGAACTCTATTGCT 568
E.carinicauda   TACCCAGAGGAGATGATTCAGACCGGTATTTCTTCCATTGACGTTATGAATTCCATTGCT 518
P.hawaienses    TACCCTCAGGAAATGATCCAGACTGGTATTTCTTCTATTGATGTCATGAACTCTATTGCC 111
D.pulex         TACCCTGAGGAGATGATTCAGACAGGTATTTCTGCTATCGATATCATGAACTCTATTGCT 900
A.frasciscana   TATCCAGAAGAAATGATTCAAACAGGAGTATCATCAATTGATGTGATGAACTCGATTGCT 571
                ** **: *.**.***** **.** ** .* **: * ** ** .* ***** ** ***** 

C.quadricari    CGAGGGCAGAAGATTCCAATCTTCTCAGCTGCAGGTCTACCCCACAATGAA--------- 619
E.carinicauda   CGAGGTCAGAAGATTCCCATCTTCTCAGCTGCTGGTCTACCCCACAATGAA--------- 569
P.hawaienses    AGAGGTCAGAAGATTCCCATCTTTTCGGCTGCTGGTTTGCCGCACAACGAG--------- 162
D.pulex         CGTGGTCAAAAAATTCCAATCTTCTCGGCTGCTGGTCTCCCTCACAACGAGGTCTTGTAA 960
A.frasciscana   CGGGGTCAGAAAATTCCCATTTTTTCTGCTGCTGGTCTTCCTCACAATGAA--------- 622
                .* ** **.**.*****.** ** ** *****:*** * ** ***** **.              

C.quadricari    ----------------------------------------------------------AT 621
E.carinicauda   ----------------------------------------------------------AT 571
P.hawaienses    ----------------------------------------------------------AT 164
D.pulex         AAGTTTCATAAAGCCATAATTAACTTAGTTAACTCGATTACTCTATCTGTGGATCTAGAT 1020
A.frasciscana   ----------------------------------------------------------AT 624
                                                                          **

C.quadricari    TGCTGCTCAGATTTGTCGTCAAGCAGGTTTGGTTAAA------CTGCCCACCAAG---AG 672
E.carinicauda   TGCAGCTCAGATTTGTCGACAGGCTGGTTTGGTCAGG------CTTCCATCAAAG---GG 622
P.hawaienses    CGCCGCCCAGATCTGTCGACAGGCCGGTCTCGTGAGCGCCGCCCAGGCCACTAAAGGCAG 224
D.pulex         TGCCGCTCAAATCTGTCGTCAAGGTGGCTTGGTTAAA------GTCCCCGGTAAA---TC 1071
A.frasciscana   TGCTGCTCAAATTTGTCGACAGGCTGGTTTGGTCAAA------CTTCCTGGAAAA---TC 675
                 ** ** **.** *****:**.*  **  * ** *.        :  *    **.     

C.quadricari    TGTTCATGATGACCATAAAGACAACTTTGCCATTGTGTTTGCTGCTATGGGTGTAAACAT 732
E.carinicauda   TGTTTTAGATGACCACAAAGACAACTTTGCCATTGTGTTTGCTGCTATGGGTGTCAATAT 682
P.hawaienses    CGTTATTGACGACCACCAGGACAACTTCGCTATTGTCTTCGCTGCCATGGGTGTCAACAT 284
D.pulex         GGTTCTTGATGATCATGATGATAACTTTGCCATTGTTTTCGCCGCTATGGGTGTTAACAT 1131
A.frasciscana   CGTTTTAGATGACCACGAGGATAATTTCGCCATTGTTTTTGCAGCTATGGGGGTGAATAT 735
                 *** ::** ** **  * ** ** ** ** ***** ** ** ** ***** ** ** **
C.quadricari    GGAGACTGCCAGATTCTTCAAACAGGACTTTGAAGAAAATGGCTCCATGGAGAATGTGTG 792
E.carinicauda   GGAGACTGCTAGGTTCTTCAAGCAGGACTTCGAAGAAAATGGTTCTATGGAGAATGTGTG 742
P.hawaienses    GGAGGCTGCCAGGTTCTTCAAACAGGACTTCGAAGAGAATGGCTCCATGGAGAATGTGTG 344
D.pulex         GGAGACGGCCCGCTTCTTCAAGCAAGATTTCGAAGAGAATGGCTCAATGGAAAATGTTTG 1191
A.frasciscana   GGAAACTGCTCGGTTCTTCAAGCTAGATTTTGAGGAAAATGGATCCATGGAGAACGTCTG 795
                ***..* ** .* ********.*:.** ** **.**.***** ** *****.** ** **

C.quadricari    CCTCTTCCTGAATCTTGCCAACGATCCAACCATTGAACGTATCATCACACCACGTCTTGC 852
E.carinicauda   TCTCTTCTTGAACTTAGCCAACGATCCCACAATTGAACGTACCATCACTCCTCGACTCGC 802
P.hawaienses    CCTCTTCTTGAACTTGGCCAACGATCCGACCATCGAGCGCATCATCACACCTCGTCTTGC 404
D.pulex         CCTGTTCTTGAACTTGGCAAACGATCCGACCATTGAGCGCATTATTACTCCCCGCCTTGC 1251
A.frasciscana   TCTCTTTTTGAACTTGGCTAACGACCCGACAATTGAGCGTATTATTACTCCCCGTCTGAC 855
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                 ** **  ****  * ** ***** ** **.** **.** *  ** **:** ** ** .*

C.quadricari    TCTGACTACAGCAGAGTATCTGGCTTACCAGTGTGAGAAACACGTCCTCATCATTCTTAC 912
E.carinicauda   TTTAACAACCGCAGAATATCTTGCCTATCAGTGTGAGAAGCACGTTCTCATTATCCTTAC 862
P.hawaienses    CCTCACCACTGCCGAGTACCTCGCCTATCAGTGCGAGAAGCACGTGCTTATCATCCTTAC 464
D.pulex         GTTGACTGCTGCTGAGTTCTTGGCCTACCAGTGCGAGAAACATGTCTTGGTTATTTTGAC 1311
A.frasciscana   CTTAACCGCTGCCGAATATTTAGCATACCAGTGTGAGAAACATGTGCTCGTCATATTGAC 915
                  * ** .* ** **.*:  * ** ** ***** *****.** **  * .* **  * **

C.quadricari    TGACATGTCTTCATATGCTGAAGCTTTGCGTGAGGTATCTGCAGCCAGAGAGGAAGTGCC 972
E.carinicauda   TGATATGTCTTCATATGCAGAGGCTTTGCGAGAGGTATCTGCTGCTCGTGAAGAAGTGCC 922
P.hawaienses    GGACATGAGTTCATACGCCGAGGCTTTGCGTGAGGTATCTGCTGCTCGTGAGGAGGTGCC 524
D.pulex         AGACATGTCATCATATGCCGAAGCTTTGCGTGAAGTTTCAGCCGCTCGAGAGGAAGTCCC 1371
A.frasciscana   AGATATGTCCTCATATGCAGAGGCCCTTCGTGAGGTATCAGCAGCTAGGGAAGAAGTGCC 975
                 ** ***:  ***** ** **.**  * **:**.**:**:** ** .* **.**.** **

C.quadricari    AGGTCGTCGTGGTTTCCCTGGTTACATGTACACCGATTTAGCCACTATTTATGAACGTGC 1032
E.carinicauda   AGGTAGACGTGGTTTCCCAGGTTACATGTACACCGATTTGGCCACTGTTTATGAAAGAGC 982
P.hawaienses    CGGTCGTCGAGGTTTCCCTGGTTACATGTACACCGATTTGGCTACCATTTATGAACGAGC 584
D.pulex         TGGTCGACGTGGTTTCCCCGGTTACATGTACACCGATTTGGCCACAATTTACGAAAGAGC 1431
A.frasciscana   AGGTAGACGCGGTTTCCCTGGTTACATGTACACAGATTTGGCTACAATCTACGAAAGAGC 1035
                 ***.*:** ******** **************.*****.** ** .* ** ***.*:**

C.quadricari    TGGCAGAGTAGAGGGACGACAAGGTTCCATCACGCAAATTCCTATTCTTACTATGCCTAA 1092
E.carinicauda   CGGACGAGTAGAAGGAAGACAAGGGTCCATCACACAAATTCCTATTTTGACTATGCCTAA 1042
P.hawaienses    TGGTCGAGTTGAAGGTCGTCAAGGATCTATTACTCAGATCCCCATTCTCACTATGCCTAA 644
D.pulex         TGGGCGTGTAGAAGGGCGCAATGGATCCATTACCCAAATTCCCATTTTGACTATGCCCAA 1491
A.frasciscana   TGGCAGAGTTGAAGGCAGAAATGGATCTATTACACAAATTCCCCTTCTAACTATGCCCAA 1095
                 ** .*:**:**.** .* .*:** ** ** ** **.** ** .** * ******** **

C.quadricari    TGATG------------------------------------------------------- 1097
E.carinicauda   CGATG------------------------------------------------------- 1047
P.hawaienses    CGACG------------------------------------------------------- 649
D.pulex         CGATGGTAATAACTTTTTACAATGTTCAAAGAAGTGTTTTTTTCTTTGCAATAACCTATT 1551
A.frasciscana   TGATG------------------------------------------------------- 1100
                 ** *                                                       

C.quadricari    -----------------------ATATTACTCATCCCATTCCTGATCTCACGGGTTACAT 1134
E.carinicauda   -----------------------ACATCACCCATCCTATTCCTGATCTTACGGGGTACAT 1084
P.hawaienses    -----------------------ATATTACTCATCCCATTCCCGATTTGACTGGATACAT 686
D.pulex         TTATTTGTTGTTTTCACTTATAGATATCACTCACCCTATTCCCGATTTGACTGGTTACAT 1611
A.frasciscana   -----------------------ATATAACACATCCAATTCCTGATTTGACTGGCTATAT 1137
                                       * ** ** ** ** ***** *** * ** ** ** **

C.quadricari    CACAGAAGGTCAGATTTATGTTGAGCGTCAGTTGCACAATCGTCAAATTTATCCACCTAT 1194
E.carinicauda   TACCGAGGGCCAGATTTACGTTGATCGTCAGTTGCACAACAGACAGATCTACCCACCCAT 1144
P.hawaienses    CACTGAGGGTCAGATCTACGTCGACCGTCAACTACACAACCGTCAAATTTACCCTCCCAT 746
D.pulex         TACTGAGGGTCAAATTTACGTCGATCGTCAATTGCACAACAGACAAATCTATCCTCCTAT 1671
A.frasciscana   TACTGAGGGACAGATCTATGTCGATCGTCAACTGTATAATCGACAAATCTATCCTCCAAT 1197
                 ** **.** **.** ** ** ** *****. *. * ** .*:**.** ** **:** **

C.quadricari    CAATGTACTACCATCACTATCTCGACTTATGAAGTCTGCTATTGGTGAGGGAATGACACG 1254
E.carinicauda   CAATGTGCTGCCTTCTTTGTCTCGATTGATGAAATCTGCTATTGGTGATGGCATGACAAG 1204
P.hawaienses    CAACGTACTGCCCTCCCTGTCCCGTCTCATGAAGTCTGCTATTGGTGAGGGCATGACCCG 806
D.pulex         CAACGTACTTCCATCTCTTTCTCGTTTGATGAAGTCTGCTATCGGTGAAGGCATGACCCG 1731
A.frasciscana   TAACGTGCTCCCATCCCTTTCTCGTCTAATGAAATCGGCTATTGGTGAAGGGATGACTAG 1257
                 ** **.** ** **  * ** **: * *****.** ***** ***** ** ***** .*

C.quadricari    TAAGGATCATTCTGACGTCTCCAACCAGCTA----------------------------- 1285
E.carinicauda   GAAAGATCACTCTGATGTATCCAACCAGCTG----------------------------- 1235
P.hawaienses    CCGAGACCACAGCGACGTCTCCAACCAGCTC----------------------------- 837
D.pulex         TAAAGATCACTCCGATGTTTCCAATCAACTGGTATTAAATACTTTAGTGTGAATTTTCTA 1791
A.frasciscana   AAAGGATCACTCTGATGTCTCAAATCAGCTG----------------------------- 1288
                 ...** ** :  ** ** **.** **.**                              

C.quadricari    ----------------------------------TATGCTTGTTATGCCATTGGCAAAGA 1311
E.carinicauda   ----------------------------------TATGCCTGCTATGCCATTGGCAAAGA 1261
P.hawaienses    ----------------------------------TACGCTTGCTACGCCATTGGCAAGGA 863
daph            ATTAATTTTTCTAACGACAATTATTTTTATTTAGTATGCCTGTTATGCCATTGGTAAAGA 1851
A.frasciscana   ----------------------------------TATGCTTGCTATGCTATTGGCAAAGA 1314
                                                  ** ** ** ** ** ***** **.**

C.quadricari    TCTTCAGGCCATGAAGGCTGTGGTGGGTGAAGAGGCTCTTACCTCTGATGATTTACTTTA 1371
E.carinicauda   TCTCCAGGCCATGAAAGCTGTTGTAGGTGAAGAAGCCTTGACAGCAGATGACTTGCTGTA 1321
P.hawaienses    CTTGCAGGCCATGAAAGCCGTTGTCGGTGAGGAAGCTTTGACGTCCGACGATCTTCTATA 923
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D.pulex         TGTCCAGGCCATGAAAGCAGTTGTTGGTGAAGAAGCTCTTACTCCCGACGATTTGTTGTA 1911
A.frasciscana   TGTTCAGGCTATGAAAGCTGTTGTAGGCGAAGAAGCTCTTACTCCGGATGATCTTCTTTA 1374
                  * ***** *****.** ** ** ** **.**.**  * **  * ** **  *  * **

C.quadricari    TCTAGAGTTTCTTGGAAAGTTTGAGAAGTCGTTCATCTCTCAAGGATCGTATATGAAGCG 1431
E.carinicauda   CTTGGAGTTCCTTGGTAAGTTTGAGAAAACCTTCATTTCCCAGGGTCCATACATGAAGCG 1381
P.hawaienses    TCTCGAATTCTTGGGTAAGTTTGAGAAGACGTTCCTCACGCAAGGTTCCTACACAAAGAG 983
D.pulex         CCTCGAGTTTTTGACTAAATTCGAAAAGAACTTTATCGCGCAAGGAAATTACGAAAATCG 1971
A.frasciscana   TTTGGAATTTTTAACGAAATTTGAGAAGAACTTCATTTCTCAAGGAAGCTATGAAAATCG 1434
                  * **.**  * .  **.** **.**.:. ** .*  * **.**:   ** . .** .*

C.quadricari    CACTGTCTTTGAGTCTCTGGACATTGGATGGCAGTTGCTTCGTATCTTCCCCAAAGAAAT 1491
E.carinicauda   CACTATCTTTGAATCCCTGGATATTGGCTGGCAACTTTTGCGTATCTTCCCCAAGGAGAT 1441
P.hawaienses    AAGCGTCTTCGAGTCTCTTGATATCGGCTGGCAGTTGCTACGAATTTTCCCCAAGGAGAT 1043
D.pulex         TACTGTCTTTGAGTCTCTGGATATTGGCTGGCAGTTACTGCGTATCTTCCCTAAGGAGAT 2031
A.frasciscana   AACGGTTTTTGAGTCCTTAGACATTGGATGGCAACTTCTTCGTATCTTCCCTAAGGAAAT 1494
                 *  .* ** **.**  * ** ** **.*****. *  * **:** ***** **.**.**        

C.quadricari    GCTCAAGCGTATCCCAGCCTCTACTCTTGCAGAGTTCTACCCACGAGACCG--------A 1543
E.carinicauda   GCTTAAACGTATTCCTGCTTCAACACTTGCTGAATTCTATCCCAGAGATAG--------A 1493
P.hawaienses    GCTCAAGCGTATTCCTGCAAAGACCCTGGCCGAGTTCTACCCCCGTGACAG--------G 1095
D.pulex         GCTTAAACGTATTCCCGCTAGTGTTTTGGCTGAGTTTTATCCGCGTGATGCGCGCCAAGG 2091
A.frasciscana   GCTTAAGCGTATTCCAGCGTCAGTTTTGGCCGAATACTACCCAAGAGACGC--------- 1545
                *** **.***** ** ** :  .   * ** **.*: ** ** .*:**            

C.quadricari    CCACAGTAG------------TGTGTATATATCT-------------------------- 1565
E.carinicauda   CCGCAGTAGACAATCAATCACGGTGTATTTTTGTTGTGATCTAATTTCAGAAACTGTTAA 1553
P.hawaienses    CCACAGTAAG-------------------------------------------------- 1105
D.pulex         CAAATAAGGACACAAATCGAGTTGGTACCCCATACGGTTGATTAGATAATAATTCCCTTT 2151
A.frasciscana   CAGAGGGAGACACAATGAGTAAATGTAACGCGGGC------------------------- 1580
                *... . ..                                                   

C.quadricari    ------------------------------------CCAGGTG----------------- 1572
E.carinicauda   CTGGTTGTATGTCAGTTGTCAGTTTGAA--------CCTGGAG----------------- 1588
P.hawaienses    -------------------------------------CAGTTC----------------- 1111
D.pulex         CCGCATTTGCGTCCTTTCAATAATTCCATTCTTTTTACTGTGTTGATTGGTGGGAATTTC 2211
A.frasciscana   -------------------------------------CAGTG------------------ 1585
                                                     *:*                    
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Anexo 7. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da glutamato desidrogenase das espécies
Drosophila melanogaster (GenBan k42832); Eriocheir sinensis (GenBank JN628041);  Litopenaeus
vannamei (GenBank EU496492); Parhyale hawaienses (Sequence ID: isotig04621).(*) Indica as
bases conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de onde foram retirados os primers.
E.sinensis      GTGGTGTGCTGTGGCGTGTTGGTGGCAAGATGCTTCGAGTCGGGACAGCGGCGGTGCGGG
L.vannamei      --GGCACGAGGGCGCGCGGAAGCTG-AATATGTTGCGGTTAGGAACATCCGTAGTGAGGG
P.hawaienses    -----------------------------ATGCTGCGCTTCAGCAACACGCTGGTGCGGC
D.melanogaster  CCAATAAAGCAGCATTTATATTTATCGATCCATAAAAAGCGGGCACTTTGCACTTTTAAG
                                                          * *         *     

E.sinensis      CGGT---GGTGCAGGCGGGGGTGCAGGCTGAGGGCCGCATGCTGAGGGCCGTGGTAGCTC
L.vannamei      CCGT---GGTGCAGGCCGGGGCA---GCGGAGACCC---TGCTGAAGGCCAGCG---CTC
P.hawaienses    TGGT---GG-GCAGCCGAGAGCTGCTGCACAGTGGCGC-TGCTGCCTCCTTCTG----CA
D.melanogaster  TTCTTACAATTAAAACACCCTTGTTAAATTCGAATTACAAGCACGAAATTTTGGCTTATC
                   *        *  *               *        **           *      

E.sinensis      CGGCCGC-CACCACCACCACCACCACAAGCCCCAACCAGCAGCCGCGGCGATGGCAAGGG
L.vannamei      CTGCCGC-CGGCGTGGCCA---------------------------AGCGATGGCAGGGC
P.hawaienses    CCACTGC-CAAGCAGTTCAGT--------------------GCTGCTGCTCCTGCT-GGA
D.melanogaster  TAATCGCGCCGACTTCCCAAAGATATAAACATTATATGTGCCAAGCAAATAAAGATAAGA
                     ** *        **                                  *    * 

E.sinensis      GACTTCGAGCGACACCAGATTCCCGAACGGCTGCAGTACATCCCCGACGCCGAGGACCCG
L.vannamei      GACTACGAGCGTCACCAGATCCCGGAGCGCCTTCAGTACATCCCCGACGCGGAAGACCCT
P.hawaienses    GAGTATGAGAAACATAAAATTCCTGAGAGACTTCACTACATCCCTGATGCTGAGGACCCG
D.melanogaster  GCCAAGGAGGGGTTTTATGGTTTCTGTTCATGGGATTGTTGCGCCATCGGCGAAAGGTTT
                *     ***       *                 * *    * *    *  **       

E.sinensis      TCGTTCTTCGAGATGGTGGAATACTTCTTCCACCGTGGCTGTCAGGTGGTTGAGGACCAG
L.vannamei      TCGTTCTTCGAGATGGTCGAGTACTTCTTCCATCGCGGGTGCCAGGTTGTGGAGGACCAG
P.hawaienses    TCCTTCTTCGAGTCTGTCGAGTATTTCTTCCACCGAGGCTGCCAGATTGTAGAGGACCAG
D.melanogaster  CCCCACGTCTGCCAGATGCAATGATTTTGTTTTTAGGGCA--CGTGCTTTAGTAAAACAG
                 *   * **       *  * *  ** *        **    *      * *   * ***

E.sinensis      TTGGTTGAAGAGATGAAGGAGCGCATCACC--CTGGAGGAGAAGAGGAACAAGACGAAGG
L.vannamei      TTGGTCGAGGAGATGAAGGAGCGCATCCCC--CTTGAGGAGAAGCGCAACAAGACCCGTG
P.hawaienses    CTGATCGAGGAGATGAAGGACCGTATATCC--CTGCAAGATAAGCGTAACCGCACCAAGG
D.melanogaster  CC-----AAGAAATGTTCGGTTGTATCATCGATTCGAGGAGAACTTTTGCTTTCCGCGAG
                       * ** ***   *   * **   *   *  * ** **      *    *    *

E.sinensis      GCATCC-TCAAGATCATGG---AGCCCTGCCACCACGTGCTCGAGGTGG-CCTTCCCCGT
L.vannamei      GCATCC-TGAAGATCATGG---AGCCCTGCCACCACGTGCTGGAGGTCG-CCTTCCCCGT
P.hawaienses    GTATCC-TGGCCATCATGG---AACCGTGCCACCACGTGCTGGAGGTGG-CGTTCCCTGT
D.melanogaster  GAATTCGTGTAGTTTGTCGTCTATTTTTGTATTTGTCTGTTGGATTTAGACCAAAAATGA
                * ** * *     *  * *   *    **        ** * **  * * *       * 

E.sinensis      CAAGAGGGACGACGGCACGTATGAGATGGTGCACGGCTACCGGGCACAGCACTCCCTCCA
L.vannamei      CAAGAGGGACAACGGCACCTACGAGATGATCCACGGCTATCGCGCCCAGCACTCTCTCCA
P.hawaienses    GAAGCGCGACAACGGTACCTATGAAATGATACACGGCTGGAGAGCTCAGCACTCCCTCCA
D.melanogaster  AAGCTGCAACAAGGTCGCCGAAAGTTCTGAGCACACCTGTCGTATACGTAATGTGCTTAT
                 *   *  ** * *   *  *          ***  **   *    *   *    **   

E.sinensis      CCGCACGCCCACCAAGGGGGGTATCCGCTACTCCATGGACGTGTGTGCTGATGAGGTGAA
L.vannamei      CCGTACCCCAACCAAGGGCGGTATCCGTTACTCCTTAGACGTGTGCGCCGACGAAGTAAA
P.hawaienses    CCGGACCCCTACCAAAGGAGGTATTCGCTACTCCATGGACGTGTGCGCTGACGAGGTCAA
D.melanogaster  GCAATTCTTTTCCCTTGCAGGCATCCGTTTCTCGTTGGATGTGTCACGCGATGAGGTCAA
                 *         **   *  ** ** ** * ***  * ** ****     ** ** ** **

E.sinensis      GGCCTTGTCAGCTCTCATGACCTTCAAATGCTCATGCGTGGACGTGCCCTTCGGAGGAGC
L.vannamei      GGCTTTGTCTGCCCTGATGACATTCAAGTGTTCCTGCGTAGACGTCCCCTTCGGCGGTGC
P.hawaienses    GGCTCTGTCTGCGCTGATGACATTCAAGTGTGCCTGTGTGGACGTACCATTCGGCGGGGC
D.melanogaster  AGCCCTGTCCGCCCTGATGACCTTCAAGTGCGCCTGCGTGGATGTGCCATTCGGCGGAGC
                 **  **** ** ** ***** ***** **  * ** ** ** ** ** ***** ** **
E.sinensis      CAAGGCCGGCCTGCAGATCGACCCCCGCAACTACTCCATCAATGAACTGGAGAAGATCAC
L.vannamei      CAAGGCTGGTCTCAAGATAAACCCCAGGGACTACTCCATCAATGAGCTGGAGAAGATCAC
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P.hawaienses    GAAGGCCGGCCTTAAGATCGACCCAAGGAAATATTCTGTTAACGAGCTCGAGAAAATCAC
D.melanogaster  CAAGGCCGGTCTGAAGATCAACCCTAAGGAGTACTCCGAGCACGAGCTGGAGAAGATCAC
                 ***** ** **  ****  ****     * ** **     * ** ** ***** ***** 

E.sinensis      CCGCCGCTTTACCCTCGAGCTGGCCAAGAAGGGATTTATTGGCCCGGGGGTGGATGTCCC
L.vannamei      CCGTCGATTCACTCTCGAGTTGGCCAAGAAGGGGTTCATTGGACCTGGTGTGGATGTGCC
P.hawaienses    TCGTCGCTTCACGCTCGAGCTCGCTAAGAAAGGATTTATTGGCCCTGGTGTTGATGTGCC
D.melanogaster  CCGTCGCTTCACCCTTGAGTTGGCCAAGAAGGGCTTCATTGGACCCGGTGTCGATGTGCC
                 ** ** ** ** ** *** * ** ***** ** ** ***** ** ** ** ***** **

E.sinensis      GGCTCCTGATATGGGTACGGGTGAGCGCGAGATGTCTTGGATTGCTGACACTTACGCCAA
L.vannamei      GGCCCCCGACATGGGTACTGGTGAACGTGAGATGTCATGGATTGCTGACACCTATGCCAA
P.hawaienses    TGCTCCCGATATGGGCACTGGAGAACGAGAGATGTCCTGGATCGCTGACACCTTCTCACA
D.melanogaster  CGCCCCCGACATGGGAACCGGTGAGCGCGAGATGTCCTGGATTGCCGATACTTATGCCAA
                 ** ** ** ***** ** ** ** ** ******** ***** ** ** ** *   *  *

E.sinensis      GACCGTTGGCCATGACGACATCAATGCCCACGCCTGCGTCACTGGCAAGCCCGTTAACCA
L.vannamei      CACAATTGGACATCTTGACATCAATGCTCATGCCTGTGTCACTGGCAAGCCCATCAACCA
P.hawaienses    TACAATTGGCCATCATGACATCAACGCCCACGCGTGTGTCACTGGCAAGCCTATCAACCA
D.melanogaster  GACCATCGGTCACCTGGACATCAATGCTCATGCCTGTGTCACCGGCAAGCCCATCAACCA
                 **  * ** **    ******** ** ** ** ** ***** ********  * *****

E.sinensis      GGGAGGCATCCATGGCCGCACCTCAGCCACCGGCCGCGGTGTCTTCCACGGCCTTGAAAA
L.vannamei      AGGTGGTATCCATGGCCGTACATCTGCCACTGGGCGAGGTGTGTTCCACGGGCTGGAGAA
P.hawaienses    GGGTGGTATTCACGGCCGTACCTCAGCCACTGGTCGTGGTGTCTTCCACGGACTCGAGAA
D.melanogaster  GGGCGGTATCCACGGACGCGTCTCGGCCACCGGTCGCGGTGTCTTCCACGGCCTGGAGAA
                 ** ** ** ** ** **    ** ***** ** ** ***** ******** ** ** **

E.sinensis      CTTCATCAATGAGGCCTCCTACATGG---------------------CCATGATCG----
L.vannamei      TTTCATCAATGAGGCTTCATACATGT---------------------CTATGATTG----
P.hawaienses    CTTCATCAATGAGGCCTCCTATATGG---------------------CACTTGTGG----
D.melanogaster  CTTCATCAACGAGGCCAACTACATGAGCCAGATCGGTGAGTGTTGCATCATGATTGTCTA
                 ******** *****    ** ***                         *  * *    

E.sinensis      --------------------------------------------GCATCACCCCTGGCTG
L.vannamei      --------------------------------------------GTATCACTCCGGGATG
P.hawaienses    --------------------------------------------GGGCCACCCCGGGCTG
D.melanogaster  GTTATGAAAGTGCATCATCCTAATGGTAATATCTACATTCTTAGGCACCACTCCCGGCTG
                                                            *   *** ** ** **

E.sinensis      GGGGGGCAAGACCTTCATCGTTCAGGGCTTTGGTAACGTGGGTCTGCACTCCATGAGGTA
L.vannamei      GGGTGGAAAAACTTTCATTGTGCAGGGCTTTGGTAATGTCGGTCTCCACAGTATGAGATA
P.hawaienses    GGGCAACAAGACTTTTATTGTACAGGGCTTCGGTAACGTAGGCCTGCACACCATGCGTTA
D.melanogaster  GGGCGGCAAGACCTTCATCGTCCAGGGCTTCGGTAACGTGGGCCTGCACACCACTCGCTA
                ***    ** ** ** ** ** ******** ***** ** ** ** ***   *   * **

E.sinensis      CCTGCACCGTGCGGGAGCCACCTGCATTGGCATCAAGGAGGTGGATGGAGAGATCTACAA
L.vannamei      TCTTCACCGTGCAGGAGCCACTTGCATAGGTATCAAGGAAGTCGACGGCTCAATCTACAA
P.hawaienses    CCTCCACCGTGCGGGCGCCACGTGCATCGGTGTCAAGGAGGTCGATGGTGAAATCTTCAA
D.melanogaster  TCTGACCCGCGCCGGAGCCACCTGCATCGGTGTCATTGAGCACGACGGCACTCTGTACAA
                 **   *** ** ** ***** ***** **  ***  **    ** **     * * ***

E.sinensis      TGCTAGTGGCATTGATCCCAAGGAACTTGAGAACTGGAAGATTGAAAATGGCACCATCAT
L.vannamei      CCCCAATGGTATTGATCCTAAGGAACTGGAGAATTGGAAGATTGAAAATGGTACAATCAT
P.hawaienses    CCCCGAGGGCATTGATCCTAAGGAGCTGGAGAACTACAAGTTGGAGCATGGAACCATCGT
D.melanogaster  CCCGGAGGGCATTGACCCTAAGCTGCTGGAGGACTACAAGAACGAGCACGGCACCATTGT
                  *    ** ***** ** ***   ** *** * *  ***   **  * ** ** **  *

E.sinensis      GGGCTTCCCCGGTGCAGAGACATACAAGGGAGAGAACTTGCTGTATGAGAAGTGTGACAT
L.vannamei      GGGATTCCCTGGTGCTGAGACTTATGAAGGAGAGAACCTTCTGTATGAGAAGTGTGACAT
P.hawaienses    TGGCTACCCTGGTGCTAAAGCCTACGATGGGGAGAACCTTCTGTACGAGCAGTGCGACAT
D.melanogaster  GGGCTACCAGAACGCCAAGCCCTACGAGGGCGAGAACCTCATGTTCGAGAAGTGCGACAT
                 ** * **     **  *  * **  * ** ****** *  ***  *** **** *****
E.sinensis      CCTGATCCCTGCTGCCATTGAGAAGGTCATTCACAAGGGCAACGCCGGCAGGATTCAAGC
L.vannamei      CCTCATTCCCGCTGCTATTGAGAAGGTCATTCACAAGGGCAATGCTCACAAGATCCAGGC
P.hawaienses    CCTCATCCCTGCTGCTGTGGAGAAGGTTATTCATAAGAACAACGCCCATAAGGTCCAGTG
D.melanogaster  CTTCATTCCCGCTGCCGTCGAGAAGGTCATCACCAGCGAGAATGCCAACCGCATTCAAGC
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                * * ** ** *****  * ******** **    *     ** **        * **   

E.sinensis      CAAG--------------------------------------------------------
L.vannamei      AAAG--------------------------------------------------------
P.hawaienses    CAAG--------------------------------------------------------
D.melanogaster  TAAGGTAAAGTCTTAATTGAATATAACAAAAGAATCTTGTAAAAATGGGAATATATTCCC
                 ***                                                        

E.sinensis      ------------------------------------------------ATCATTGCTGAG
L.vannamei      ------------------------------------------------ATCATTGCTGAG
P.hawaienses    ------------------------------------------------GTGATCGGAGAA
D.melanogaster  GTTTCAAAATGGTTAATATATATTTTAAATAATTTTCATCAATTTTAGATCATTGCCGAG
                                                                 * ** *  ** 

E.sinensis      GCTGCCAATGGACCCACCACCCCAGCTGCCGACAAAATCCTGCAGGACATGAATGTGTTG
L.vannamei      GCTGCCAATGGACCTACAACCGCTGCTGCTGACCAGGTTCTCCAGGACATGAATGTTTTG
P.hawaienses    GCTGCCAACGGTCCCATCACACCCGCTGCCGACAAGATATTGCAAGACCGCAACATTCTG
D.melanogaster  GCTGCCAACGGCCCCACCACCCCCGCTGCCGACAAGATCCTCATCGATCGCAACATCCTG
                ******** ** ** *  **  * ***** *** *  *  *    **    **  *  **

E.sinensis      GTCATCCCAGACTTGTACATTAACGCCGGAGGTGTCACAGTCTCCTACTTCGAGTGGCTA
L.vannamei      GTCATCCCACATCTTTACATCAATGCTGGTGGTGTAACTGTGTCATATTTTGAATGGCTG
P.hawaienses    GTCATCCCTGACCTGTACATCAACGCTGGGGGTGTGACTGTATCGTACTTCGAATGGCTC
D.melanogaster  GTCATTCCCGATCTGTACATCAACGCCGGTGGTGTCACCGTCTCCTTCTTCGAGTGGCTG
                ***** **  *  * ***** ** ** ** ***** ** ** ** *  ** ** *****  

E.sinensis      AAGAACCTCAACCACGTTTCCTATGGTCGCCTCACCTTCAAGTATGAGCGAGAGTCTAAC
L.vannamei      AAGAATCTCAACCACGTTTCATATGGTCGTCTTACCTTCAAATATGAGAGAGAATCCAAC
P.hawaienses    AAGAACCTGAACCACGTCTCCTATGGCAGACTCACTTTCAAGTATGAGAGAGAGTCCAAC
D.melanogaster  AAGAACCTGAACCACGTCTCGTACGGTCGCCTGACCTTCAAGTATGAGCGCGAGTCCAAC
                ***** ** ******** ** ** **  * ** ** ***** ****** * ** ** ***

E.sinensis      TACCACCTGCTTG---AATCTGTT-CAGGAGTCTCTTGAGCGGCGTTTCGGCCGTGTCGG
L.vannamei      TACCATCTGTTAG---AATCTGTT-CAGGAGTCTCTTGAGCGGCGTTTTGGTCGTGTGGG
P.hawaienses    TATCACTTGCTTG---AGTCTGTT-CAGGAGTCGCTGGAGAGGCGCTTTGGTCGCGTGGG
D.melanogaster  TACCATCTGCTTGGTAAGTTTATCACACTATTATTATGCAAAACAATAGGCTCTTGAAGG
                ** **  ** * *   * * * *  **  * *     *     *  *  *  *  *  **

E.sinensis      TGGCAGGATTCCCATCACACCATCCCAGTCTTTTCAGGAACGCATTTCTGGCGCATCAGA
L.vannamei      TGGCAAGATTCCCATCGTGCCGTCAGAGGCTTTCCAGGATCGCATTTCTGGTGCATCTGA
P.hawaienses    TGGCCGCATCCCCATCGAACCTTCCGAGTCTTTCCAGTCGAGGATCTCTGGCGCCAGCGA
D.melanogaster  CA-CTTGCTCCTCATCTCGTTATCT--ATCAATCTATCTATCTATCTGAATAAGTATACT
                   *    * * ****      **     *  *  *       ** *             

E.sinensis      GAAGGACATCGTGCACTCCGGCC--TGGACTACGGCATGGAGCGCTCCGCCAGGGCCATC
L.vannamei      GAAAGACATTGTCCACTCTGGTT--TGGACTACTCCATGGAACGCTCTGCCAGAGCCATC
P.hawaienses    GAAAGACATCGTCCATTCGGGTC--TTGACTACACGATGGAGCGTTCTGCACGGGCCATC
D.melanogaster  TTGGCCCATTGATCATGCCATCTCATTGATTGGTTTATGGATTTAGTTATGCTATTTATT
                      *** *  **  *       * ** *     *****                ** 

E.sinensis      ATGAGGACAGCCATCAAGTACAATCTTGGAA-TTGATCTTCGCACAGCTGCGTACGTTAA
L.vannamei      ATGAGAACTGCAATCAAGTATAACTTGGGCA-TTGATCTCCGTACTGCTGCTTATGTCAA
P.hawaienses    ATGAGAACCGCCATCAAATACAACACGGGCA-TTGACCTGAGGCTGGCTGCCTACATCAA
DGDH4           TTAGAAAACACAAA-ACCTATTAGAAAAGCGCTTGCTCTTTCGGCATTTGCTCTTCCCAT
                 *    *   * *  *  **  *     *   ***  **         ***       * 

E.sinensis      CTCCATTGAGAAGATCTTCAACACCTACAAGGGTGCTGGTCTCACCTTCACCTAAATGTT
L.vannamei      TTCCATTGAGAAGATCTTCAACACCTACAAGGAGGCTGGTCTTACATTCACCTAAA----
P.hawaienses    TTCCATTGAGAAAATCTTCACGACGTATAACTCGGCCGGTCTCTCCTTCACTTAA-----
D.melanogaster  ATTGGTTCAGTA---CTTCCAAATTTCGTTTCTCGTCAATTTACTTTCGATTTATTATCC
                 *   ** ** *   ****   *  *        *    * *    *  *  **      
E.sinensis      AACTATGCTTGAATGGCAGAACTG----GATTTGTTCCCTGATGGAAATTCTGAACCAGC
L.vannamei      ATCCTTGTTAGAATGTTGGCATGGTCATGGACTGTTTCC-ATCAGAGATTAAAAAAAAAA
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  ACCTACACCTGAAAATCAAACCATAACCAAGAGACTCTAAGATCGTTATATAATTTTGAA
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E.sinensis      CAAGAGTTTGTAGATAATGAGGAACCTGAGTGGAGGTCA-CTACTTTTAGGTAAGGGTTC
L.vannamei      AAAAAAAA----------------------------------------------------
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  GTATCATCTAAGTAATTCGTTGTTTATTCTTCTTCTTTTTCCGTTTCTCTATCAACAATG
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Anexo 8. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da glutamato piruvato desidrogenase
das espécies Drosophila melanogaster (GenBank NM_167367.1 ); Sogatella furcifera (GenBank:
KJ000066.1); Culex quinquefasciatus (GenBank XM_001867852.1).(*) Indica as bases conservadas.
As regiões em destaque mostram os locais de onde foram retirados os primers.

C.quinquefasc.  TCCGCCGATCCGCTAGTGTTTTCCGCGAACGG-----TACCAGC--------AACAGCCG
S.furcifera     --------------AAAACGCGCAGCCGATTG-----TGGCGTT--------AAAGAGTA
D.melanogaster  TGGAACAAGCGGCGATTTCATTCAACCGTTAGACGTCCGCCGTTCCTTTTCAACCAGCCA
                              *       *  *     *        *           *       

C.quinquefasc.  CAGCATGT--CGACCCGCT---GCG-TCACGGTGGACAACATCAACCCGGCGATCAAGCT
S.furcifera     AAGAACTCTACGAGCCAC----GTG-TCACACTCGACAACATAAATCCGGCGATCGTGAA
D.melanogaster  CAAAATGCCGTCGTCGTCGAAAGCGCTCACACTGGATAACATAAATCCCAACTTTATTGC
                 *  *         *  *    * * ****  * ** ***** ** **     *      

C.quinquefasc.  GATGGAGTACGCGGTCCGCGGACCGCTCGTCATCCGGGCCGGCGTCATCGAGAAGGAACT
S.furcifera     AATGGACTATGTAGTGCGAGGGGAGGTCCTTATGCGAGCCGGAGCTATTCAGAAGGAACT
D.melanogaster  CATGGAATATGCCGTTCGCGGTCCTCTGGTGATTCGTGCTGGGGAAATCGAGAAGGAACT
                 ***** ** *  ** ** **     *  * ** ** ** ** *  **  **********  

C.quinquefasc.  GGAGCAGGGCGCCAAGAAACCCTTCACGGAAGTGATCCGCGCCAACATCGGGGACTGCCA
S.furcifera     GGATCAGGGCGTCGTGAAGCCTTTCAAGGAAGTGATTCGGGCCAGTATCGGAGATTGTCA
D.melanogaster  GGAAAAGGGTGTCAAGAAGCCATTCGACCAGGTGATCCGTGCCAACATCGGTGATTGCCA
                ***  **** * *  *** ** ***    * ***** ** ****  ***** ** ** **

C.quinquefasc.  CGCCATGGGCCAGCAACCGATCACATTCCTCCGGCAGGTTCTCGGCCTGGTGTCCTACCC
S.furcifera     GGCTATGGGACAGCAACCGATCACGTTTCTGCGACAGGTCTTGGGACTGATCACGTATCA
D.melanogaster  TGCGATGGGCCAGCAGCCCTTGACCTTCCTGCGACAGCTGTTGGCGCTGACCTTCGAGAC
                 ** ***** ***** **  * ** ** ** ** *** *  * *  ***       *   

C.quinquefasc.  GCCCCTCTTTGACG-ACAAATCAATCCCGGAGGACGCGAAGCAACGCGCGCGGGACATCC
S.furcifera     ACCGCTTTTCAACG-ACCCTACCATCCCAGAAGATGCCAAAGAACGAGCCCGCATCATCC
D.melanogaster  ACGTCTGCTGGATTCACCCGATTATCCC-GAGGACGTCAAGAAGCGCGCCTGTGCCATTT
                 *  **  *  *   **      ***** ** ** *  **  * ** **  *   ***  

C.quinquefasc.  TGAAGGGCTGCAAGGGCGGTTCGGTTGGGTCGTACACCGACTCGAACGGTATCGAGGTGA
S.furcifera     TATCGGATTGCGTGGGCAACTCTGTGGGTTCCTACACCGATTCGAGCGGAATCGAAATCA
D.melanogaster  TGAACGGCTGCCAGGGTCAATCGGTGGGCTCGTACACCGACTCCGCCGGTCTGGAGGTGG
                *    *  ***  ***    ** ** ** ** ******** **   ***  * **  *  

C.quinquefasc.  TTCGGCAGCATGTGGCCCAGTACATCCAGGACCGTGACGGCGGAATCCCGTCCGATCCGG
argpt3          TTCGGAAACACGTTGCTCAGTACATTCAGAATCGGGACGGTGGAATTCCATCCGATCCGA
D.melanogaster  TGCGTCGCCAGGTTGCTCAGTACATCGAGAAAAGGGATGGCGGCATCGCCTCCAATTGGC
                * **    ** ** ** ********  ** *  * ** ** ** **  * *** **  * 

C.quinquefasc.  CCAACATTATCCTGTCGGCGGGTGCCTCCGGTGGCATTAAGGTGCTGATGTCACTGCTGC
S.furcifera     GCAATATAATCATGTCGGCCGGGGCAACCGGTGCAATCAAGTCGCTAATGTCCCTATTTC
D.melanogaster  AGGACATCTATCTAACCGGCGGTGCCTCTCCCGGCATCAAGAGCATTCTCTCCATGATCA
                   * **     *  * *  ** **  *    *  ** ***    *  * **  *  *  

C.quinquefasc.  GGTGTCCCATCGACGGAAAGAAGCCCGGCGTGATGATCCCCATCCCGCAGTATCCGCTGT
S.furcifera     GGTGTACGATCGATGGCAAGCTGCCGGGAGTTATGATCCCAATTCCGCAATATCCAATGT
D.melanogaster  ACGCCGAGGTGGGATGCAAGGCGCCTGGTGTCATGGTGCCCATTCCGCAGTACCCACTGT
                         * *   * ***  *** ** ** *** * ** ** ***** ** **  ***

C.quinquefasc.  ATTCGGCGACGATCGCCGAGTTTGAGATGGAACAGTGCGGCTACTATCTGGACGAGGCCA
S.furcifera     ATTCGGCGACTATTTCCGAGTTGGAGATGGCGCAGGTTTGCTACCACTTGGACGAAGATC
D.melanogaster  ACTCGGCCACCATCTCCGAATACGGCATGACCAAGGTGGATTACTATCTGGAGGAGGAGA
                * ***** ** **  **** *  *  ***    **      *** *  **** ** *   

C.quinquefasc.  ACAAGTGGGGACTGGACATTACCGAGCTGAAGCGATCGCTGGCGGAGGCCAAGACGAAGT
S.furcifera     GCGGATGGGGCTTGGACATTCCAGGTTTGGAACGTTCGGTGAACGAGGCGAAGGAGACAT
D.melanogaster  CCGGTTGGAGCCTGGACAGGAAGGAGCTGCAACGGTCCTACGATGAGGCGAAGAAGGTCT
                 *   *** *  ******     *   ** * ** **       ***** ***  *   *

C.quinquefasc.  GCGCCCCGCGGATACTGGTCGTCATCAACCCGGGCAACCCGACCGGCCAGGTCCTGTCCA
S.furcifera     GTGTACCTAGGATATTGGTAGTTATCAATCCGGGTAATCCGACCGGGCAGGTTCTGTCGC
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D.melanogaster  GCAATCCGCGTGCCCTGGTCGTGATCAATCCGGGCAATCCCACCGGACAGGTACTGACCC
                *    **  *     **** ** ***** ***** ** ** ***** ***** *** *    

C.quinquefasc.  AGGAGAACATTCAGGAAATCATCAAATTCGCACACCAGGAAAAGCTCGTCCTGTTCGCCG
S.furcifera     GGGAAAACATCGAAAGTATCATTAGGTTTGCTTATAATGAAGATCTGGTGATCTTCGCTG
D.melanogaster  GCGAGAACATCGAGGAGATCATTAAGTTCGCACACGATAACAAGGTGCTGGTGCTGGCCG
                  ** *****  *    ***** *  ** **  *  *  *  *  *  *  *  * ** *

C.quinquefasc.  ACGAGGTCTACCAGGACAACGTGTACGAGAAGGGCTCCCAGTTCCACTCGTTCAAGAAGG
S.furcifera     ACGATGTGTACCAGAACAACCTGCACGACTAGAGTTCGATGTTCCGGTCGTTCAAGAAGG
D.melanogaster  ATGAGGTGTACCAGGACAATGTCTACGACAAGAACTCCAAGTTCTGGTCGTTCAAGAAGG
                * ** ** ****** ****  *  ****  **   **   ****   *************

C.quinquefasc.  TCCTCATGGAGATGGGCGCCCCGTACAACACGATGGAACTGTGCAGCTTCATGTCCTGCT
S.furcifera     TGATGATGGAGATGGGAGCTCCTTACAACCGAATGGAACTGTGCAGTTTCATGTCCTGCT
D.melanogaster  TGGCCTACGAAATGGGCGACCCCTATCGTAATCTGGAAATGGTCAGTTTCCTGTCCACCT
                *       ** ***** *  ** **        ***** **  *** *** *****  **

C.quinquefasc.  CCAAAGGGTACATGGGCGAGTGCGGAATCCGCGGCGGATACGCCGAAATCGTCAACCTCT
S.furcifera     CGAAGGGTTACATGGGTGAATGCGGTATTCGAGGAGGATATGTCGAGGTTGTGAATATGT
D.melanogaster  CGAAGGGCTATCTGGGCGAGTGCGGCATTCGCGGCGGTTACATGGAGGTTCTCAATCTTG
                * ** ** **  **** ** ***** ** ** ** ** **    **  *  * **  *  

C.quinquefasc.  GCCCGGACGTGAAAGCCATGCTCCTCAAGTGCATCTCGGCCCAGCTCTGCCCCACCACAA
S.furcifera     GCCCGAACGTTAAAGCCATGCTTCTGAAGAGCATTTCGGCTTTGGTATGTCCGTCCACCA
D.melanogaster  ATCCCAAGGTCAAGGCCATGCTGACCAAGTCGATAACGGCGGCGCTTTGCAGCACCACCG
                  **  * ** ** ********    ***   **  ****   * * **     ****  

C.quinquefasc.  TTGGCCAGGCCTGTATGGACGTGGTGGTGCATCCGCCCCGCAAGGGTGAACCCTCGTACG
S.furcifera     TCGGACAAGCCTGCATGGATGTTATGGTGAATCCACCGAAACCGGGCGAACCTTCGTACG
D.melanogaster  CTGGCCAGGTGGCCGTGAGTGCCCTGGTCAATCCACCGCAGCCCGGAGAGCCATCATACG
                  ** ** *      **   *   ****  **** **       ** ** ** ** ****

C.quinquefasc.  AGCTGTTCATGAAGGAGAAGACGGCCGTGCTGGAGTCGCTGAAGGTGCGCGCCGAAATGG
S.furcifera     AGTTGTTCATAAAGGAGAAGAACGCCGTTCTGACTTCGTTGAAAGAGCGTGCCAAATTGG
D.melanogaster  ATCTGTACAAGAAGGAGCGCGATGGCATTCTGGCCGCTCTAAAAGAACGGGCCGAGCTCG
                *  *** **  ******      * * * ***    *  * ** *  ** *** *  * *

C.quinquefasc.  TCGCCGAGACGTTCAACTCGATCGAGGGCTTCTCGTGCAATCCGGTGCAGGGCGCGATGT
S.furcifera     TGGCCGATGCGTTCAACTCGTTTGAGGGCTTCTCGTGCAATCCGGTCCAGGGTGCTATGT
D.melanogaster  TCCACAAGGCACTGAACAGCTTCGAAGGCTACAAGGTTAACCCCGTACAGGGCGCCATGT
                *   * *  *  * ***    * ** **** *  *   ** ** ** ***** ** ****  

C.quinquefasc.  ACGCCTTTCCCCAGATCCGGCTGCCGGCGAAGGCGATCGAGGCGGCCAAGAAGGCCGGCC
S.furcifera     ATGCGTTTCCACGTATTCAACTGCCGGAGAAGGCAATTCAGGCGGCGAGGAAGGCCGGCC
D.melanogaster  ACGTCTTTCCACAGATCGAGATCCCGCCCAAGGCGATCGAGGCGGCCAAGGCCAAGGGCA
                * *  ***** *  **     * ***   ***** **  ******* * *      ***

C.quinquefasc.  AGGCGCCGGACGTTTTCTATGCATTCCAGCTGTTGGAGCAGACCGGCATCTGCATCGTCC
S.furcifera     AGCTCCCGGACGTTTTCTACGTGTACCAACTGTTGGAACAAACGGGTATCTGCGTCGTAC
D.melanogaster  TGGCCCCCGATGTTTTCTACGCATTTGAGCTGCTCGAGACGAGCGGCATTTGCATTGTTC
                 *   ** ** ******** *  *   * *** * **    *  ** ** *** * ** *

C.quinquefasc.  CCGGTTCCGGCTTTGGGCAGCGCCCGGGCACGTACCACTTCCGCACCACGATCCTGCCCC
S.furcifera     CAGGATCCGGATTCGGTCAGAAGGATGGAACCTATCACATCCGATCGACCATTCTGCCAC
D.melanogaster  CTGGCAGTGGATTTGGTCAGAAGCCCGGCACGTGGCATTTCCGAAGCACGATCCTCCCGC
                * **    ** ** ** ***      ** ** *  **  ****    ** ** ** ** *

C.quinquefasc.  AGCCGGCCAAGCTGAAGGAGATGCTCGGCAAGTTCCGCTCGTTCCACGAAAAGTTCTTGC
S.furcifera     AGCCGGAAAAACTCAAACATATGTTGGACGTGTTACGGTTGTACCATGAAAATTTCTTAC
D.melanogaster  AAACGGACAAGCTGAAGCTGATGATGGAGAAGTTCCGTGTGTTCCACGCCGAGTTCATGA
                *  ***  ** ** **    *** * *    *** **   ** *** *   * *** *  

C.quinquefasc.  AAGAGTACAAGTA-AATGGTCGTGTTTTTTTTCTTGCGAAAACACTTT-TTGAGTTTAAA
S.furcifera     GGCAGTACCAGTG-ATGGGCTGAATTATTCCTTATTTTA------TTT-ATAAGCACCAC
D.melanogaster  AGAAGTACAAGTAGATCAGCTGCCAACTTCCCCGTCCTCGATCCCTGTGTTAAGTGTCAA
                   ***** ***  *   *  *     **     *          * *  * **    * 
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C.quinquefasc.  CTTTTGTTAGGCGAAAAGCAAACACACAAACACACACGCGCGTATTATC-----CGATTG
S.furcifera     -------------AAAGATAAGTACTGAGCTAAGTG-ATAGGCGTTGTT-----CAAATT
D.melanogaster  TCCTC--CGGCTTAGGATTAAAAATTTAAATTACCCTAATTGTTTTTTTTTTTTCCTCTT
                             *     **  *   *             *  ** *      *   * 

C.quinquefasc.  TAGTGAAAGAAGA-AGATGATTAAAAACGAGAT-TTTGGAATAAGAGAGGACTGCTGATA
S.furcifera     TGTTGTAAGGATATAAATATTTGAAAATAAAAA-GCCATAGTTAGA----ACTGGTGTTA
D.melanogaster  TGTTACTGTGTCATAGCTGAATGCTTCTAAGCTCTTCTTTATATGCATATATAGATATAT
                *  *        * *  *   *       *           *  *     *  * *    

C.quinquefasc.  AAATCACACTCACACACACATATTTAGCATATCCCGCTTTGAAGCTTCAAACGACGATAT
S.furcifera     GATCAAT-----------------------------------------------------
D.melanogaster  ATGAGAAATATATAAAAACATTTTTAAAACCCTATGATTTGTGAACCCAACCCGCGCAGG
                     *                                                      

C.quinquefasc.  CGTATTTGCCAAGGTAGTAGAAGCAATT--TAATTGCATGTTTTTACCACGCTAGGTTT-
S.furcifera     ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  TTTTATCGCCACGATAACGTTTCCAGTTAGCAATTAACCCACTTAACCATGTAGTCTTTG
                                                                            

C.quinquefasc.  ------------------------------------------------------------
S.furcifera     ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  ATTCTTAATTGAACGAAAACTCCTGGCGGAGATTTGACAATAATTTTTGTTAGAACCAAA
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Anexo 9. Alinhamento de sequências nucleotídicas do gene da leucino amino peptidase das espécies
Drosophila melanogaster (GenBank); Parhyale hawaienses (Sequence ID: contig24985 ); (GenBank
XM_001844320.1).(*) Indica as bases conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de
onde foram retirados os primers.

C.quinque.      ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  AAAAAATTGCAAGTCAAATTGGCAGCAAAATAAAATAAAAATAAAACGTCGGCACTTTTG
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
                                                                            

C.quinque.      ------------------------------------------------------------
D.melanogaster  GCAAATTTTTGTCAAATTTCTGAAGCAGGCACTTCATGCGTTTGCTGCTCTGCGTCCAGG
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
                                                                            

C.quinque.      -----------------------------------------ATGAGTAAGCTGAGCTACC
D.melanogaster  CAATACGCAACCATCTCGCTCGCACCTACAGCAGCGCCCGCTTCAAAAAGATG-GCCACG
P.hawaienses    -----------------------------------------ATGTGCATTAAA-GACACA
                                                          *    *      *  ** 

C.quinque.      GGCGCGA-------------GCTGGTCCCTAGTGACCCGGCCCAGGCCCCGGTTCTGATC
D.melanogaster  GACGTAAAGTTTAACGAGTCGCTAGGCTGCAGTGATCCGCAGACACATCCGGTCCTGATC
P.hawaienses    AAGGTGCAAGTGAGCACCACCCTTGCATCATGTGATCCTCATAAGAATCCTGTTCTATTT
                   *                 ** *      **** **          ** ** **  * 

C.quinque.      GTTGGCCAGACGGGTCATCTGAAGGAGCTTCCGTTCGAGCGGGTTCGCTGCAAGCTGGAG
D.melanogaster  ATCGGCCAGCTGCGCCATCTAAACCTACTGAAGTTCAGTCATCTGGAGACCAAACTCAGT
P.hawaienses    ATTGGCCAACTTCTGCATCTTCAGTCGCTTAGCTATGCTGATGTGTCTGCTAAATTGGGA
                 * *****       *****  *    **    *         *       **  *    

C.quinque.      CCCCGTGTGAGCTCGGAAATCTTCGAACAGGCCAAATCGGTGCTGCATCCGGCGCCGACC
D.melanogaster  CCGCGCGTCACCGAGGAGACCTTCCTGAATGCCGTCGCTTGTCTGCATCCCGAGCCCACC
P.hawaienses    AATCGTGTCCCTGAGAGTGTATGGATGAGTGGCGTGAAGGGCCTGCAGCCAAGCCCTACG
                   ** **      *      *        * *         ***** **    ** ** 

C.quinque.      GATAGCTGCTCGCTGTACCTGGACCTGGCCAAGCTGGCGGTTCTGCCGACCAAGGCGTCC
D.melanogaster  GATAAGGTATCCCTCTATCTCGATGTGGCCACCGTGGCTGCCCTGCCATTGAAGGCATCC
P.hawaienses    GACTGTGTGTCACTGTACCTGAACCTTTGTTCTGTTGCTGCTCTGCCTACTAAAGTGTCT
                **       ** ** ** **  *  *        * ** *  *****    ** *  ** 

C.quinque.      CGGCACAACTCGGAGTCACGCGGACACGCACTGACCAAGTTGGTGCAGACGCACACTTCG
D.melanogaster  CGACACAATACGGCATCCCGGGCTCATGCCATCACTCGTCTGGTAAAGAACCATGTGCTG
P.hawaienses    CGCCACAACTCTTCCTCCAGAGCTCATCATCTCACAAAAATTGTGCGCTCACATACAGTT
                ** *****  *    **  * *  **     * **     * **       **       

C.quinque.      GGGGTTAGCGAATCGATTGTGGT---TGTGTGCGACAAGGAGAACCTGTTTGCTTCCGGA
D.melanogaster  AACGTTTCCGAGGAGAGCGTGGTGCTCGTCTGCGAACGAGAGAATCTATTCGCCAGCGCC
P.hawaienses    GCTGCTGATGAAGAGTACATTGTGCTGGTGTGTGAACGTAGTGACGTATACGCTTCTGTG
                   * *   **   *    * **    ** ** **        *  * *  **    *  

C.quinque.      TGTGCCGTGGCCAGAGCCTTTCCGCTGTACAGTCGCAAAACTAGTAA------GGCGGAA
D.melanogaster  TGTGCGGTGGTTCGCGCTTTTCCACTCTATTCCCGCAAAACGGGCAATCTGCTGGCCTCA
P.hawaienses    TGCGCTGTGGCCCGTGCATATTCTTTATACTCTCGCAAGTCGAGCGTT------GTCAAC
                ** ** ****   * ** * * *  * **    *****  *  *          *     

C.quinque.      AAT-------GGCGTAACTTCGG---------CGGAATCG--------------GTTGCC
D.melanogaster  AGTCAGCCAAAGCTAAATCTTGGATGTGGAGATGGAAACGCAAATTCAGGACGCAACGTA
P.hawaienses    AGT------------GACCATAA-----------GCAGC-------------------TT
                * *             *                 * * *                     

C.quinque.      GTTGATGTGGAATTCCTGTTGACCGG---GGATGACTGTGTAACGAAGGAG---------
D.melanogaster  GTCAATGTTGAGTTTGTGCTAATCAACAAGGATGGCTGCATTGAGAGCGAGCCTTTGACA
P.hawaienses    GTTACCATTGAGATTCTACTTGTTGG---AAGTGACTTGACTGAGCTCTCTCCT------
                **     * **  *  *  *            ** **       *               

C.quinque.      ---GACGTTTTGG--TGCTCGAGAGTG-CCGCTAAGGGGATAAGACTGGCAGCCAAAATA
D.melanogaster  GACGACGAGCTAAATTGCCTGAATGAGACCACACGGGCAATTCGAATGACTGCTCGCATT
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P.hawaienses    --CAGGATGTTGCTGTGCTTGATGCTG-CTATTTATGGCATCCGTTTAGCTGCGTGCATT
                          *    ***  **    * *       *  **  *  *  * **    ** 

C.quinque.      GTGGACGCGCCTTGCAGCGAGATGAACGTGTCCGGGTTCCTGAAGGAAATTGATGCGGTG
D.melanogaster  GTAGATATGCCCTGCAACGAAATGAACGTGGACCACTTCATCCAGGAAGTTGAGGATGTG
P.hawaienses    GTGGACACGCCTGCCCTCGAGATGACCACAACGGCATTTTTGCAGGAGATAGAACAGGTT
                ** **   ***   *  *** **** *         **  *  ****  * **    ** 

C.quinque.      GCCAAAGAGCTGAAGTTGACGCCGAAGGTAATTCGTGGAGAAGAGCTCAAGCAGCAAGGT
D.melanogaster  GGCAGGGAGCTGTGCATTACGCCAAAAGTAATCCGTGGCGAGGAGCTGCTGGAGCAAGGA
P.hawaienses    GGCAAAAAGTTGAATATAACTCCGTTCGTGATCAAAGGAGAAGATTTGAAGAAGAGAGGG
                * **   ** **    * ** **    ** **    ** ** **  *   * **  *** 

C.quinque.      TTTGGAGGGATTTACGGCGTGGGAAAGGCATCGGATGATCCTCCGGCTTTGGCAGTTCTG
D.melanogaster  TTTGGCGGCATTTACGGCGTGGGCAAAGCTGCGGCTGTGCCGCCTGCCCTAGTTGTGCTC
P.hawaienses    TTCGGTGGCATATGGGGCGTTGGCAAGGCTGCTGAGTGCCCTCCAGCTCTGGCCGTGCTC
                ** ** ** ** *  ***** ** ** **  * *     ** ** **  * *  ** ** 

C.quinque.      TCGTACGAACCGGAAGGTGCTACCGAAACCGTCGCTTGGGTTGGCAAGGGAATCGTGTAC
D.melanogaster  TCCCATGAGCCAAAGGGCGCCCAGGAGACTATCGCTCTGGTCGGCAAGGGCATCGTCTAC
P.hawaienses    TCCCACACACCTCCTGGTGCTACACAGAGCATTGCTTGGGTTGGCAAGGGCATTGTATAT
                **  *    **    ** **     * *   * ***  *** ******** ** ** ** 

C.quinque.      GACACCGGTGGCCTTAGCATCAAGGGTAAGACTGCCATGCCAGGGATGAAGCGTGACTGC
D.melanogaster  GACACCGGTGGCCTCAGCATCAAGGCCAAGACCGGCATGCCCGGCATGAAGCGCGATTGC
P.hawaienses    GACACTGGCGGCCTCAGTATGAAGACCAAGACTTCCATGCCTGGCATGAAACGAGATTGT
                ***** ** ***** ** ** ***   *****   ****** ** ***** ** ** ** 

C.quinque.      GGTGGTGCGGCCGCAATTTTGGGCGCCTTCTACGCTGCGGTCAAGTGCGGCTTCAAGCAG
D.melanogaster  GGCGGAGCGGCGGCGATTCTCGGAACCTTTTACGCGGCTGTCCAGTGTGGATTTAGGGAT
P.hawaienses    GGCGGAGCTGCTGGTATTTTGGGAGCGTTTTATGTCGCCGTGTCGGCTGGCTTTGATCAA
                ** ** ** ** *  *** * **  * ** ** *  ** **   *   ** **     * 

C.quinque.      AATCTGCACGCCGTGTTCTGTCTGGCGGAGAACTCCGTTGGACCGAACGCAACCCGTCCG
D.melanogaster  AACTTGCATGCCGTCTTCTGCTTGGCGGAGAACTCTGTCGGACCAAATGCCACTCGCCCC
PLAP7           AACCTTCACGCCATCTTTTGCCTCGCTGAAAATGCTGTGGCTGCCAATGCCACCAAGCCT
                **  * ** *** * ** **  * ** ** **  * ** *   * ** ** **    ** 

C.quinque.      GACGACATTCATCGGCTGTACTCGGGCCAAACCGTGGAGATCAACAACACCGATGCCGAG
D.melanogaster  GATGACATTCACACCCTTTACTCGGGCCGCACAGTGGAGATCAATAACACGGATGCCGAG
P.hawaienses    GACGACATCCATCTCATGTACTCCGGCCGCAGCGTTGAAATCAACAACACGGATGCAGAA
                ** ***** **     * ***** ****  *  ** ** ***** ***** ***** **

C.quinque.      GGTCGGTTGGTGCTGTCGGATGGAGTTTGCTACGCCGATCGCAACCTTAAAGCCAGCATC
D.melanogaster  GGTCGCTTGGTGCTCGCCGATGGCGTTTGCTACGCCAACAAGGATCTGAAGGCCAACATT
P.hawaienses    GGCAGACTTGTATTGGGTGACGGCGTCGTATTTGCTGCCAAGGACCTCAAGTGTGAGACT
                **  *  * **  *    ** ** **    *  **        * ** **       *  

C.quinque.      ATTCTGGATATGGCTACGCTCACTGGCGCGCAAGGCATTGCAACGGGCAAGTACCACGGC
D.melanogaster  ATTCTCGACATGGCCACATTGACTGGAGCACAGGGCGTTGCAACAGGCAAATATCATGGT
P.hawaienses    GTCCTGGACATGGCAACCCTCACTGGAGCTCAGTCGACTGCCACTGGCAAGTATCACGCT
                 * ** ** ***** **  * ***** ** **      *** ** ***** ** ** *  

C.quinque.      GCTATTCTGACCAACAGCGAGCAGTGGGAGCAAAAGGCGTTGATCGTCGGTCGAAAGACA
D.melanogaster  GCCATATTGACAAACTCGGAGACATGGGAGGCAAAGTCGTTGCAGGCTGGACGCAAATCT
P.hawaienses    GCTGTGGTGAGCAACAATGAGGAGCTGGAGCAGTGCACCGTGAAGGCAGGCAGAGCGTCT
                **  *  ***  ***   ***     ****       *  **   *  **  *     * 

C.quinque.      GCGGACCTGCTTTCACCGGTTCCGTACTGCCCGGAGTTGCACTTTTGCGAGTTTAAATCG
D.melanogaster  GGCGATTTATTGGCACCCATAATTTATTGCCCCGAATTGCATTTCTCGGAATTCGCTTCG
P.hawaienses    GGGGAGCTGGCTCATCCTTTGCCCTACTGTCCAGAACTTCATTTCCCGGAGTTTGCTTCT
                *  **  *       **  *    ** ** ** **  * ** **    ** **    ** 

C.quinque.      GCAGTTGCGGACATGAAGAATTCGGTTATGGATCGCGGAAACGCACAGGTCAGCTGCGCC
D.melanogaster  GCCATTGCTGATATGAAAAACTCGGTGGCGGATCGTCAGAACGCCCAATCCTCCTGCGCC
P.hawaienses    GTTGTAGCTGACATGAAAAATTCTGTTTCGGATCGCAACAATGCGACCTCGTCATGTGCT
                *   * ** ** ***** ** ** **   ******    ** **          ** ** 
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C.quinque.      GGACTGTTCATTGGGGCTCATCTGGGATTCGATTACGAAGGTGCCTGGATGCATGTGGAC
D.melanogaster  GGCCTTTTCATTGCCGCCCATCTTGGCTTCGATTATCCCGGCATCTGGATGCACGTCGAT
P.hawaienses    GGGCTCTTCATCGCTGCCCAGCTCGGTTTTGACTTCTCGGGCCTGTGGGTCCACATCGAT
                ** ** ***** *  ** ** ** ** ** ** *     **    *** * **  * ** 

C.quinque.      ATGGCCTCGCCGGTACACAACGGAGAACGCGCCACCGGATATGGAGTTGCGTTGCTGTTG
D.melanogaster  ATGGCCACGCCCGTTCATTGTGGGGAGCGTGCCACTGGATACGGCGTTGCCCTGTTGTTG
P.hawaienses    ATGGCGGCTCCGGTGTACCTAGGAGAAAGAGGTACCGGTTATGGTGCAGGACTGCTGCCA
                *****  * ** **  *    ** **  * *  ** ** ** ** *  *   ** **   

C.quinque.      GGACTGTTTGGCGAGCACAGTGGCGCTGATTTGTTGAAGCACGTGGCC-----------G
D.melanogaster  ACCCTCTTCGGCGGGCACACTGACTCCAAGCTGCTTCAATCCATCGCCTCCACAGACGAG
P.hawaienses    TGCCTTTTCGGTGAACACAGTCAGAGCAAGTTGCTTCGTTCCCTCTCCAC---------T
                   ** ** ** *  **** *       *  ** *      * *  **            

C.quinque.      AAGCTGCTGCCG-----CTGGAGGAACGGTCAAAGAACCGCAGCATAAGAAAGCCCGCGT
D.melanogaster  GAGCCGCCCTCGAAGCGCTGGTGCCGCGATTAACTCAGCCTGCCTTTTACTGTGCCACGT
P.hawaienses    GCTCTGCCCTCAGC-CTCTGCTACCAATAACAACGGAGC-CACCCAGAACGATCTCATGC
                   * **   *      ***           **   * *    *           *  * 

C.quinque.      A---AATTGAGC--ACGTTTTAAGTATCTACGAAAT--AATCACAATTGTGTTTCAAGTA
D.melanogaster  GCCTGACTGGATTAACATTTCCATCATTTTCTTTGCCCAATTGCAATCCGGCATCAGAAG
P.hawaienses    A---GTATGAGCAGCCATCCTCTAAGAAAACTAGGCTAGAATGA----------------
                       **      * *            *        *                    

C.quinque.      TCTTTTTCGATTTGTATGCATCTTTTGAAAAAATAAAAATATAAATTACTGCCAGAC---
D.melanogaster  TCAATTT-GTGTAGCCGACAGGCATTAAAAAATCAATATTATTTAGAAATACAAGAAGTA
P.hawaienses    ------------------------------------------------------------
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Anexo 10. Alinhamento de sequências nucleotídicas da superoxide dismutase citoplasmática das
espécies E. sinensis (GenBank FJ617306); F. chinensis (GenBank GQ168792); M. rosenbergii
(GenBank DQ073104); P. monodon (GenBank AY726542) e Parhyale hawaienses (Sequence
ID: isotig06477).(*) Indica as bases conservadas. As regiões em destaque mostram os locais de
onde foram retirados os primers.

F.chinensis  GGAGAACGTGAATGAGCGTTATGAGAATGCTCGTAAGAATGCAGGTCATTGATATAGGAC
P.monodon    ------------------CTGCAGGAATTC-------GGCACGAGGCTTGCGCGTCACAC
M.rosenbergi --------------------------ATTCCCTCGCCGACTTCCACCTTCTGTCAGAAAG
E.sinensis   ------------------------------------------------------------
P.hawaienses ------------GGAATTTTCACTGTTCCCTTTACCAGACTGTGAAGTTTTGTTACTTTG
                                                                         

F.chinensis  GCTCCCCCTCGAATAAGTAA-----AATCATGGCTGAGGCAAA---GGAAGCTTACATCT
P.monodon    G-TCCTCCCCGAATAAGTAA-----AATCATGGCTGAGGCAAA---GGAAGCTTACATCT
M.rosenbergi A-----CCACGAACAAG-----------CATGGCTGA---CAA---GGATGCATACATCA
E.sinensis   ----ACGCGGGGACAACTGC-----CAGCATGGCGGATGCGAA---AGAAGCGTATATTA
P.hawaienses CCTATCAAGTAAACTACACATTCCTCACCATGTCCAATGGAAATAAGGATGCCTATATTG
                         *  *            **** *  *    **    ** ** ** **  

F.chinensis  CCATCCTGGAGAAGAAGTTAGCTGAGCTGACTGGCATTGAGGTGGATCAGATCAAGAAGA
P.monodon    CCATCCTGGAGAAGAAGTTAGCTGAGCTGACTGGAATTGAGGTGGATCAGATCAAGAAGA
M.rosenbergi GTGCCTTGGAGCAGAAATTGGCCGAACTGTCTGGCACTGAAGTAGATCAGGTTAAAAAGA
E.sinensis   GCATTCTGGAAAAAAAACTGGCGGAACTGACCGGCATTGAAGTGGATCAGATTAAAAAAA
P.hawaienses CTGCTCTTGAGCGTAAATTAGCTGAGCTCTCCGGCATTGAAGTTGACCAAATCCGGAAAA
                   * **    **  * ** ** **  * ** * *** ** ** **  *    ** *

F.chinensis  ATCAGTTCGCAAATGCAGCGGATGAGGCTGTCGCCATCCGTGAGATGGCTTCATATGTAG
P.monodon    ATCAGTTCGCAAATGCAGCAGATGAGGCTGTCGCCATCCGTGAGATGGCTTCATATGTAG
M.rosenbergi ATCAGCTTGCAAATGCAGCTGATGAGGCTCGTGTCATCGGCGAGATGGCCGCTTATGTTG
E.sinensis   ACCAGCTGGCGAACGCGGCGGATGAAGCGCGTGTGATTCGTGAAATGGCGAGCTATGTGG
P.hawaienses ATCAGCTTGCTAATGCTGCAGATGAGGCTCGCAGCATCCAGTTGATGGCAGATTATGTTG
             * *** * ** ** ** ** ***** **       **       *****    ***** *

F.chinensis  AGGGGATTGTTGTACAGCAGGCTGGT---GTTGCTGAGGCTGGTACAGTCAGTCCTCAGA
P.monodon    AGGGGATTGTTGTACAGCAGGCTGGT---GTTGCTGAGGCTGGTACAGTCAGTCCTCAGA
M.rosenbergi CCAGCATCACCGTTCAGCGAGCCGCT---GAAGCCCAAGTAGGACTTGTCAGCCCCCAGA
E.sinensis   AAGGCATTGTGGTGCAGCAGGCGGGC---GTGGCGCAGGCGGGCCTGGTGAGCCCGCAGA
P.hawaienses CTGGCATCACAGTCCAGCAGGTGGCCCAGGCTGCTCAGCCAACAGTTCTCAACCCTCAGA
                * **    ** ****  *  *     *  **  *           * *  ** ****

F.chinensis  TTGCACAGATGTTTGCCCATATCAATGCTGAATTGGGTGAGGAACGAGGTACTCATGCTT
P.monodon    TTGCACAGATGTTTGCCCATATCAATGCTGAATTGGGTGAGGAACGAGGTGCTCATGCTT
M.rosenbergi TTGCTGACATTTACTCCTATATCAATGCTGAACTGAGCGAGGCCCGTGGTGCTCATGTTC
E.sinensis   TTGCGGCGATGTTTAGCCATATTAACGCGGAACTGGGCGAAGCGCGTGGCGCGCATGCGC
P.hawaienses TCAATTCCATCTTTGACCACATCAAGGCAGAGCTGGGGGAGAGCAAAGGAGAGCACGCCT
             *       ** *    * * ** ** ** **  ** * **       **    ** *   

F.chinensis  TGCCACCTCTCAAGTATGATTTCAATGCCCTCGAACCCCACATCTCCGGCATGATCATGG
P.monodon    TGCCGCCTCTCAAGTATGATTTTAATGCCCTTGAACCCCACATCTCCGGCATGATCATGG
M.rosenbergi TTCCTCCCCTGAAGTACGACTACGATGCATTGGAGCCTCACATTTCTGGTACCATCATGG
E.sinensis   TGCCGCCGCTGAAATATGATTATGATGCGCTGGAACCGCATATTAGCGGCATGATTATGG
P.hawaienses TGCCACCCCTTAAATATGATTACAAGGGGCTGGAGCCCCATATCTCTGGCCTCATTATGG
             * ** ** ** ** ** ** *   * *   * ** ** ** **    **    ** ****

F.chinensis  AGATCCACCACACAAAGCATCACCAGGGCTACATTAACAACCTAATTGCTGCTACAAAGA
P.monodon    AGATCCACCACACAAAGCATCACCAGGGCTACATTAACAACCTAATTGCTGCTACAAAGA
M.rosenbergi AAATCCATCACACCAAGCATCACCAAGCATATATCAACAACCTTAAAGCAGCAACAGATA
E.sinensis   AAATTCATCATACCAAACATCATCAGGGCTATATTAACAACCTGATTGCGGCGACCAAAA
P.hawaienses AGATCCACCACACCAAGCATCATCAGGGCTACATCAACAACCTCAAGGCTGCTGCGGCCA
             * ** ** ** ** ** ***** ** *  ** ** ******** *  ** **  *    *

F.chinensis  AGTTGGTGGAGGCAGAGGCAGCCAATGATGTGAATGCAATGAATGCCCTTCTACCTGCTA
P.monodon    AGTTGGTGGAGGCAGAGGCTGCCAATGATGTGAATGCAATGAATGCCCTTCTACCAGCTA
M.rosenbergi AGTTGATAGAGGCCGAACAAAACAATGATGTAAATGCCATGAATGCGTTGTTACCTGCCA
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E.sinensis   AACTGGTGGAAGCGGAAGCGGCGAACGATGTGGGCGCGATGAACGCGCTGCTGCCGGCGA
P.hawaienses AGCTCAACGACGCCCAGGCCAAGAACGACGTCGCCGCCTGCAACGCTCTGTTCCCTGCCC
             *  *    ** **  *       ** ** **    **    ** **  *  * ** **  

F.chinensis  TCAAGTTCAATGGAGGTGGCCACTTGAACCACACCATTTTCTGGACCAACATGGCTCCCG
P.monodon    TCAAGTTCAATGGAGGTGGCCACTTGAACCATACCATCTTCTGGACCAACATGGCTCCTG
M.rosenbergi TCAAGTTCAACGGAGGTGGTCACCTGAACCACACCATCTTCTGGACCAACATGAGCCCAA
E.sinensis   TTAAAAAATTTAACGGCGGCCATCTGAACCATACCATTTTTTGGACCAACATGGCGCCGG
P.hawaienses TCAAATTCAATGGTGGAGGTCACCTGAACCACACCATCTTTTGGACCAACATGGCGCCCA
             * **          ** ** **  ******* ***** ** ************   **  

F.chinensis  ATGCT---------GGTGGTGAGCCTGAAGGTGCAATTGCACAAGCCATTGATGATAGCT
P.monodon    ATGCT---------GGTGGTGAGCCAGAAGGAGCAGTTGCACAAGCCATTGATGATAGCT
M.rosenbergi ATGGA---------GGTGGAGAACCAAGTGGTTCAGTTGCTGATGCCATTAATGCTGAAT
E.sinensis   ATGCG---------GGCGGCGAACCGAGCGGCGCGGTGGCGGATGCGATTAACGAAAGCT
P.hawaienses ATGCTTCAAGCTCCGCCCCTGAGCCCACGGGGGATCTCCTCAGTGCCATTGTTGCCAAGT
             ***           *     ** **    **     *       ** ***   *     *

F.chinensis  TTGGATCATTCCAGTCCTTTAAGGACAAATTTTCTGCTGCCAGCGTTGGAGTGAAAGGCT
P.monodon    TTGGATCATTCCAGTCCTTTAAGGACAAATTTTCTGCTGCCAGCGTTGGAGTGAAAGGCT
M.rosenbergi TTGGTTCATTCCAGGCATTTAAGGATAAGTTTTCTGCTGCTAGCGTGGGCGTGAAAGGGT
E.sinensis   TTGGCAGCTTTCAGAGCTTTAAAGATAAATTTAGCGCGGCGAGCGTGGGCGTGAAAGGCA
P.hawaienses TCGGGTCCTATCAGAACTTCCAGAGCGAATTCAGCGCAGCGAGTGTCGCCGTCAAGGGCT
             * **    *  ***   **  *     * **    ** ** ** ** *  ** ** **  

F.chinensis  CAGGCTGGGGATGGCTCGGCTATTGCCCCAATCACAACAAGCTTGAGATCGCCACTTGCC
P.monodon    CAGGCTGGGGATGGCTCGGGTATTGCGCCAATAACAACAAGCTTGAGATCGCCACTTGCC
M.rosenbergi CAGGTTGGGGCTGGCTTGGCTACTGTCCTAAGAACGACAAAGTTGCCGTTGCCACGTGCC
E.sinensis   GCGGCTGGGGCTGGATTGGCTATTGCCCGAAAAACGATAAACTGGCGATTGCGACCTGCC
P.hawaienses CCGGCTGGGGCTGGCTCGGCTACTGCCCCAAGAAGAATGAGCTCGCCATCGCCACCTGCC
               ** ***** *** * ** ** **  * **  *  *  *  * *   * ** ** ****

F.chinensis  AGAACCAGGATCCCTTGCAGATCACTCATGGTCTGGTTCCATTGCTCGGCCTTGATGTCT
P.monodon    AGAACCAGGATCCCTTGCAGATCACTCATGGCCTGGTTCCATTGCTCGGTCTTGATGTCT
M.rosenbergi AAAACCAGGATCCTCTTCAGCTTACACATGGATTGGTACCACTACTTGGACTGGACGTAT
E.sinensis   AGAACCAGGATCCGCTGCAGCTGACCCATGGCCTGGTGCCGCTGCTGGGCCTGGATGTGT
P.hawaienses AGAACCAGGATCCCCTGCAGCTCACCCACGGCCTGGTACCCCTGCTTGGACTGGACGTGT
             * ***********  * *** * ** ** **  **** **  * ** ** ** ** ** *

F.chinensis  GGGAGCATGCTTACTACCTTCAGTACAAGAACCTCCGTGCAGATTACGTGAAGGCCTTCT
P.monodon    GGGAGCATGCTTACTACCTTCAGTACAAGAACCTCCGTGCAGATTACGTGAAGGCCTTCT
M.rosenbergi GGGAACATGCCTACTATCTGCAGTACAAGAACCTTAGGGCTGACTATGTCAAAGCTTTCT
E.sinensis   GGGAACATGCGTATTATCTGCAGCGTAAAAACCTGCGTGCGGATTATGTGAAAGCGTTTT
P.hawaienses GGGAACACGCCTACTACCTGCAGTACAAGAACCTGCGTGCCGACTACGTCAAGGCTTTCT
             **** ** ** ** ** ** ***   ** *****  * ** ** ** ** ** ** ** *

F.chinensis  TCAATGTCATCAACTGGCCGAATGTGAACGAGCGTTATGAAAAAGC---CTGTAAGGATG
P.monodon    TCAATGTCATCAACTGGCCGAATGTGAACGAGCGTTATGAGAAAGC---TTGTAAGGATG
M.rosenbergi TTAATGTGATCGACTGGTCTAATGTAAACGAGCGGTACGAAAACGC---TCGCAAGGCTG
E.sinensis   TTAACGTGATTAACTGGAGCAACGTGAACGAACGTTATGAAAACGCGCGTCGTAAAGCGG
P.hawaienses TCAATGTCATCAACTGGGAGAACGTTGCGTCACGTTACGCTAAGGC---CCGCGCTGATG
             * ** ** **  *****   ** **       ** ** *  ** **     *    *  *

F.chinensis  CAGGTCATTGATTTTCTCGGTG-A------------------------------------
P.monodon    CAGGTCATTGACTCCTCGGGGC-AACCAAAGAACAGTGTC--ACAAGTCGTTCTCCCACC
M.rosenbergi CTGGACATTGACTCCCCTGTACTGAACAACACCTTGTAACTAACAAGGGCCTTTCTCACC
E.sinensis   CGGGCCATTGACTCGCACGGTC-CCCCACCCCACCGGCCCGCCTCTAGCCTCCACTTGCT
P.hawaienses CCGGCCATTGAAGTGGAGCTTCTGCTCTTGAGCTCACCTC---CCACGCCTTGACCC-CT
             * ** ******                                                 

F.chinensis  ------------------------------------------------------------
P.monodon    TGTAACTCAGAAGC-----TGACTAGCTGTTGTGATAATGCACTAAGCTGTCTTCAA-GA
M.rosenbergi TGTAAGTCGTTACCATTGGCGACCTAGTGATATTGGAATATTCCAACCTGAATATAA-AA
E.sinensis   AATGCCTTG--GCCAGTGTCTGCTACATAGTCTTGTACTTTTTTGTTGTGTGTGTGTTGA
P.hawaienses CATCCCTTCCAAATA---TTGAACATCTTACATGACGCCTCTTTGTGTGGCCTTTCAAGA
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F.chinensis  ------------------------------------------------------------
P.monodon    TGGT--TTCATTGG-GTGCCCTCTAAAAAAAAATTATTTTTCATTTCAAGACCACAGAAG
M.rosenbergi GGTA--CTCATTTGTGCTATACCCGATAAAAAGTTGTTTTTTTTTT----ATTTC-----
E.sinensis   AGGT—TCTGTANCCTCCTCCTTTTGTCATTGACTGAAGGTAGTTTGTGTTTTGTTTTCG
P.hawaienses CATTAGTTTATTTGCGCTTTGCTTCACAGTACTATGTTATTAAGCCGTTCAGTTTACGCT
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Anexo 11. Salinidades obtidas para cada bioensaio após a preparação das soluções salinas com sal de
mar artificial.
Salinidade esperada Bioensaio I Bioensaio II Bioensaio III
9 - 9,2 9,3
12 12,7 12,3 12,7
15 15,8 15,6 15,2
18 18,2 18 18,5
21 21,4 21,5 21,8
24 24,3 24,2 24,4
27 - 27,7 27,5
30 - 30,1 30,3
32 - 32,5
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