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RESUMO
“NOVA HORMONA DE GLANDULA ANDROGENICA DE CRUSTACEOS”

A presente invencdo refere-se a uma nova hormona de
glandula androgénica de crustéceos. Mais especificamente,
a invencédo refere-se a uma hormona de gladndula androgénica
derivada de Penaeus monodon. A invencdo refere-se ainda a
utilizacéo da referida hormona para influenciar a
proporcdo dos sexos em culturas de gambas e camardes, e
para estabelecer culturas monossexo. Refere-se também a
utilizacdo da hormona e o seu gene ou fragmentos do mesmo

na determinacdo do sexo.



DESCRICAO
“NOVA HORMONA DE GLANDULA ANDROGENICA DE CRUSTACEOS”

A presente invencdo refere-se a uma nova hormona de
glandula androgénica de crustédceos. Mais especificamente,
a invencédo refere-se a uma hormona de glandula androgénica
derivada de Penaeus monodon. A invencdo refere-se ainda a
utilizacéo da referida hormona para influenciar a
proporcdo dos sexos em culturas de gambas e camardes, e
para estabelecer culturas monossexo. Refere-se também a
utilizacdo da hormona e o seu gene ou fragmentos do mesmo

na determinacdo do sexo.

O cultivo e comércio de gambas e camardes é uma atividade
muito importante em todo o mundo. As principais espécies
em cultivo s&o Penaeus monodon (camardo tigre gigante,
camardo tigre jumbo, gamba tigre Jjumbo, camardo tigre
preto, camardo tigre azul, camardo grass ...), cultivada
principalmente na Asia, com uma producdo aquicola de cerca
de 600.000 toneladas em 2003; e Penaeus vannamel (camaréo
whiteleg, camardo branco), cultivada principalmente nas
Américas e na China e na Taildndia, com uma producédo
aquicola que ¢ comparavel ao P. monodon. Para essas
espécies, a aqgquicultura é muito mais importante do que a

captura.

A demanda crescente para a producdo aquicola significa uma
pressdo crescente do desenvolvimento de sistemas de

producdo mais eficientes.

Uma vez que a maioria dos Penaeus sp. Sdo sexualmente

dimébrficos (Hansford e Hewitt, 1994), um grande esforco



tem sido feito na criacdo de culturas monossexo. A esse
respeito, varios grupos tém tentado desenvolver marcadores
sexuais confidveis (Khamnamtong et al., 2006) .
Alternativamente, culturas monossexo poderiam ser obtidas
pela secrecdo 1in vitro da hormona sexual androgénica a
partir da glandula androgénica, tal como divulgado no
documento US6740794. Embora esta possa ser uma abordagem
interessante, é dificultada pelo facto de que a estrutura
da hormona de glédndula androgénica, ou do gene que
codifica ndo é conhecida. Recentemente Manor et al. (2007)
descreveram um gene semelhante a insulina que é expresso
exclusivamente na glandula androgénica do lagostim
australiano macho Cherax quadricarinatus. Este pode ser um
gene candidato interessante, que possivelmente codifica
para a hormona da glandula androgénica, mas o seu efeito
ainda ndo foi demonstrado. Além disso, ndo had homdélogos em
gambas ou camardes conhecidos hoje. A procura por
sequéncias hombdlogas ¢ dificultada pelo facto de que
apenas um numero limitado de sequéncias de gambas e
camardes estd disponivel nas bases de dados, e pelo facto
de que a homologia entre espécies é provavelmente baixa -

se houver.

Surpreendentemente, num ensaio de perfil transcriptdédmico
com base em AFLP no camardo tigre preto (Penaeus monodon),
identificamos 2 fragmentos de DNA especificos de gléndula
androgénica hombélogos a “hormona da glédndula androgénica”
de isdépode e fator de “glandula androgénica semelhante a
insulina” de lagostim. Através de mais sequenciacgdes de
cDNA e experiéncias de RACE, identificamos quatro mRNAs,
denominados PmAGH1, PmAGHZ, PmAGH3 e PmAGH4, muito
provavelmente provenientes de um uUnico gene por splicing

alternativo. Ainda mais surpreendente, o tratamento de



camardes Jjuvenis geneticamente fémeas utilizando Pm AGHI,
Pm AGH2, PmAGH3 e/ou PmAGH4 recombinante, teve efeitos
masculinizantes. Camardes Jjuvenis geneticamente machos
foram feminizados pelo silenciamento (knock-down) mediado

por dsRNA de Pm AGH1, Pm AGH2, PmAGH3 e/ou PmAGH4.

Um primeiro aspeto da invencdo ¢ uma proteina isolada
selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID N° 3, SEQ ID
N° 6, SEQ ID N° 9 e SEQ ID N° 12, ou uma sua mutante ou
variante. De preferéncia, a referida proteina é isolada de
uma espécie Penaeus, mais preferencialmente é isolada de
Penaeus monodon. Os mutantes e variantes, como descrito
aqui, estdo mutantes e variantes com pelo menos 50% de
identidade, como medido num BLASTp (Altschul et al.,
1997). De preferéncia, os referidos mutantes e variantes
sdo biologicamente ativos, tal como medido através do seu
efeito hormonal (masculinizacdo; ou feminizacdo quando
atua como um composto negativo dominante). Os referidos
mutantes e variantes estdo a reter a capacidade de
masculinizacdo das proteinas isoladas com as SEQ ID N° 3,
SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 9 ou SEQ ID N° 12 em camardes

juvenis.

Outro aspecto da invencdo ¢ um fragmento de 4acido
nucleico, dque codifica uma proteina de acordo com a
invencdo. Fragmento de &acido nucleico, tal como se utiliza
aqui, pode ser qualquer &cido nucleico, incluindo, mas né&o
limitado a RNA mensageiro, DNA de cadeia simples, DNA de
cadeia dupla, incluindo DNA gendmico, possivelmente com a
sua organizacdo intrdo-exdo. Na sua forma mais simples, o
fragmento de &acido nucleico ¢ limitado a sequéncia de
codificacdo, mas pode compreender outras sequéncias, tais

como, mas ndo limitados a, sequéncias ndo traduzidas 5’ e



3’7, sequéncias reguladoras tais como sequéncias promotoras
e terminadoras, e intrdes. De preferéncia, o referido
fragmento de &cido nucleico compreende as SEQ ID N° 2, SEQ
ID N° 5, SEQ ID N° 8 ou SEQ ID N° 11 (sequéncias de

codificacédo).

Ainda outro aspeto da invencdo ¢é um fragmento de &cido
nucleico, que compreende as SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 4, SEQ
ID N° 7 ou SEQ ID N° 10 (mRNA) ou a SEQ ID N° 13 (gDNA),
ou o seu complemento, ou um seu fragmento funcional. Um
fragmento funcional, tal como wutilizado aqui &, como
exemplo ndo limitativo, um fragmento que pode @ ser
utilizado como iniciador para detecdo, ou um fragmento que
pode ser utilizado como RNA antissentido ou como RNAi para

regular negativamente a expresséio.

OQutro aspeto da invencdo é a utilizacdo de uma proteina de
acordo com a invencdo para modificar a proporcdo dos sexos
em gambas ou camardes. De preferéncia, as referidas gambas
ou camardes pertencem a familia Penaeidae, ainda mais
preferencialmente a referida gamba ou camardo € uma
espécie Penaeus, mais preferencialmente a referida gamba

ou camardo é Penaeus monodon.

Ainda outro aspeto da invencdo ¢é a utilizacdo de um
fragmento de &cido nucleico de acordo com a invencdo para
modificar a proporcdo dos sexos em gambas ou camardes. De
preferéncia, as referidas gambas ou camardes pertencem a
familia Penaeidae, ainda mais preferencialmente a referida
gamba ou camarao é uma egpécie Penaeus, mais
preferencialmente a referida gamba ou camardo é Penaeus

monodon.



Ainda outro aspeto da invencdo ¢é a utilizacdo de uma
sequéncia de &cido nucleico de acordo com a invencdo para
determinar o sexo em gambas ou camardes. De preferéncia,
as referidas gambas ou camardes pertencem a familia
Penaeidae, ainda mais preferencialmente a referida gamba
ou camardo & uma espécie Penaeus, mais preferencialmente a
referida gamba ou camardo ¢é Penaeus monodon. Com efeito,
com base na sequéncia apresentada, ¢ dbvio para o
especialista na técnica desenvolver iniciadores que podem
ser utilizados para medir a expressdo do gene especifico

da glédndula androgénica.

Ainda outro aspeto da invencdo ¢ um método para
estabelecer uma cultura monossexo em gambas ou camardes,
que compreende a utilizacdo de uma proteina e/ou um &cido
nucleico de acordo com a invencdo. De preferéncia, as
referidas gambas ou camardes pertencem a familia
Penaeidae, ainda mais preferencialmente a referida gamba
ou camardo € uma espécie Penaeus, mais preferencialmente a
referida gamba ou camardo ¢é Penaeus monodon. Com efeito,
através da injecdo da proteina em animais jovens pds-
larvas, as fémeas podem ser convertidas em machos.
Alternativamente, a expressdo e/ou a 1injecdo de RNA
antissentido, dsRNA e/ou RNA1LI ird reprimir a expressdo da
proteina especifica da gléndula androgénica, e feminiza os
animais. Como alternativa, os anticorpos, de preferéncia
0s anticorpos de cadeia simples ou anticorpos de
camelideos ou fragmentos de anticorpos, tais como
nanocorpos contra as proteinas da invencdo podem ser
utilizados para feminizar as gambas ou camardes. Pela
utilizacdo da proteina purificada, ou os seus fragmentos,
a geracdo de anticorpos ¢é um processo conhecido do

especialista na técnica.



Qutro aspeto da invencdo ¢ um método para estabelecer uma
cultura monossexo em gambas ou camardes, gue compreende a
determinacdo do sexo utilizando um &cido nucleico de
acordo com a invencdo. De preferéncia, as referidas gambas
ou camardes pertencem a familia Penaeidae, ainda mais
preferencialmente a referida gamba ou camardo ¢é uma
espécie Penaeus, mais preferencialmente a referida gamba
ou camardao é Penaeus monodon. Alternativamente, uma
proteina de acordo com a invencdo também poderia ser
utilizada na determinacdo do sexo, egspecialmente em
combinacdo com um anticorpo contra a proteina de acordo
com a invencdo, como descrito acima. Tal anticorpo pode
ser wutilizado, como exemplo ndo limitativo, num ensaio
ELISA para testar a concentracdo da proteina especifica da

glédndula androgénica presente no animal.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

Figura 1: vista geral esquemdtica do DNA gendmico que
codifica a hormona da glandula androgénica, e os RNAs
mensageiros dele derivados através de splicing

alternativo.

EXEMPLOS

Materiais e métodos para os exemplos:

Amostragem

Foi dissecado tecido na base da quinta pata, onde supde-se
que a gléandula androgénica estéd situada, de machos

maduros. Foi dissecado tecido de controlo de localizacédo

idéntica nas fémeas. As amostras de musculo foram tomadas



da cauda de machos e fémeas adultos. Todas as amostras
foram imediatamente congeladas em azoto liquido e

armazenadas a -70 °C até a preparacdo do RNA.

cDNA-AFLP

Amostras de gladndulas androgénicas congeladas rapidamente
(n = 4), amostras de tecido circundante de controlo (n =
2) e amostras do muasculo (n = 6) foram pulverizadas
utilizando almofariz e pildo sob azoto liquido. O RNA
total foi isolado utilizando o reagente TRIzol
(invitrogen) . A qualidade do RNA foi avaliada
espectrofotometricamente (Nanodrop) e por electroforese em
gel. O RNA de alta qualidade (2,5 ng) foi convertido em
cDNA de cadeia dupla wutilizando wum iniciador oligo-dT
biotinilado. Apds purificacdo do cDNA de cadeia dupla (kit
de purificacdo de PCR Qiaquick, Qiagen) a qualidade e o

rendimento foram analisados por electroforese em gel.

Modelos de AFLP foram preparados por digestdo de restricédo
dos cDNA de cadeia dupla utilizando BstYI. Os fragmentos
da extremidade 3’ foram isolados wutilizando Dynabeads
magnéticos revestidos com estrepavidina (Dynal) e
digeridos adicionalmente utilizando Msel. Adaptadores
especificos do local de restricdo foram ligados as

extremidades dos fragmentos.

A mistura adaptador-ligadura foi diluida duas vezes até um
volume total de 100 wpL. A amplificacdo wutilizando um
iniciador especifico de BstYI com um T (BstYI-T+0) ou C
(BstYI-C+0) na sua extremidade 3/, em combinacdo com um
iniciador especifico para Msel dividiu o conjunto de

fragmentos em dois. Amplificacdo especifica de 5 plL das



misturas de ©pré-amplificacdo diluidas 600 vezes foi
realizada utilizando o iniciador BstYI-C/T marcado com 33P
com um nucledétido seletivo adicional na sua extremidade 3’
em combinacdo com o iniciador Msel com dois nucledtidos
seletivos. Neste cendrio, 128 combinacdes de iniciadores
foram necessdrias para rastrear o conjunto completo de

fragmentos de transcricéo.

Apds a amplificacdo, as amostras foram separadas num gel
de sequenciacdo de poliacrilamida a 5%. Foi incluido um
padrdo de dimensionamento 10 pb marcado com 3°P. Depois da
execucdo e gsecagem a vVvacuo em papel whatmann, o gel foi

analisado num Phosphorimager.

Andlise da sequéncia de fragmentos de cDNA-AFLP.

Quando os fragmentos de cDNA-AFLP foram cortados do gel
para andlise de sequéncia, o gel foi exposto a um
autorradiograma Biomax MR (Kodak) . Os géis foram
revestidos com o filme revelado e os fragmentos relevantes
foram cortados do gel. O DNA foi dissolvido em tampédo TE
(Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM) e novamente amplificado
utilizando os iniciadores seletivos BstYI e Msel. A
amplificacdo foi verificada por electroforese em gel e os
fragmentos foram sequenciados diretamente wutilizando o

iniciador seletivo BstYI ou Msel.

Pesquisa de homologia utilizando as sequéncias obtidas.

A base de dados nédo redundante de sequéncia de proteinas e
uma base de dados de sequéncia de DNA compilada
internamente contendo todas as sequéncias de DNA

disponiveis de invertebrados foram pesquisadas gquanto a



sequéncias homdélogas a sequéncia do fragmento de cDNA-
AFLP. Um algoritmo desenvolvido internamente pesquisou
primeiro a base de dados de proteinas para sequéncias
homdélogas a sequéncia de consulta traduzida (em todas as 6
possiveis estruturas de leitura) (pesquisa blastx). Quando
nenhuma homologia foi encontrada, a base de dados de DNA
de invertebrados foi ©pesquisada quanto a sequéncias
hombélogas de DNA (pesquisa blastn). Quando foi
identificada homologia a uma sequéncia de DNA, uma
pesquisa blastx foi realizada com este acerto. Quando
nenhuma homologia foi encontrada na base de dados de DNA
de invertebrados, foi realizada uma pesquisa tblastx, em
que a homologia foi pesquisada na base de dados de DNA

traduzido utilizando a sequéncia de consulta traduzida.

Anidlise RACE de genes putativos da hormona da glandula

androgénica.

Andlise de Amplificacdo Répida das Extremidades do cDNA
(RACE, Rapid Amplification of cDNA Ends) foi realizada
utilizando o kit de amplificacdo de c¢cDNA BD SMART RACE (BD
Biosciences). O RNA total de alta qualidade (1 nug) de
tecido da glédndula androgénica foi convertido em cDNA
pronto para RACE 5' e RACE de cDNA pronto para RACE 3' de
acordo com as instrucdes do fabricante. 5' e RACE 5
aninhado  foram efectuados utilizando os iniciadores
AGHRACE Revl (5'"-TATGACAGAAACCGCCAGGGGAGAC-3") e
AGHRACE Rev2 (5'-AGGTACCGGGTCCTCGCAATACTCC-3"),
respectivamente. 3' e RACE 3' aninhado foram realizados
utilizando oS iniciadores AGHRACE Fwl (5'-
CTGGCGGTTTCTGTCATATGCGATG-3") e AGHRACE FwZ (5'-
GTCTCCCCTGGCGGTTTCTGTCATA-3"), respectivamente. Apenas um

fragmento distinto foi amplificado tanto na extremidade 5'
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como RACE 5' aninhada, enquanto dois fragmentos distintos
foram amplificados na 3’ e RACE 3' aninhada. 0Os fragmentos
foram isolados do gel e clonados wutilizando o kit de
clonagem TOPO TA para sequenciacéo (Invitrogen) . Os
fragmentos clonados foram sequenciados utilizando os
iniciadores padrdo T7 e SPo. As sequéncias foram
manualmente curadas e montadas utilizando o0s pacotes de
software phredPhrap e consed (Ewing et al, 1998; Ewing e
Green, 1998; Gordon et al, 1998).

Com base na sequéncia de CcDNA de consenso obtida nas
experiéncias RACE, foram concebidos iniciadores para a
amplificacdo do <cDNA completo. Os iniciadores diretos
AGHRT 3 (5'-ACACAGGACAGGGCAAGTTC-3") e AGHRT 1 (5'-
TCCCTCCACAAAAACCACTC-3') foram usados em combinacdo com o0sS
iniciadores reversos AGHRT 12 (5'-TCTGGGGCCTATTAATCGAA-3'")
e AGHRT 16 (5'-ACGTTCGGAAAATCGAAAGAT-3'). Os tamanhos dos
fragmentos de PCR eram de acordo com o que era esperado a
partir das experiéncias RACE e a sequenciacdo dos
fragmentos confirmou as sequéncias anteriormente obtidas

por RACE.

Sequenciagdo gendémica de genes putativos da hormona da

gléndula androgénica.

Utilizando 0s iniciadores AGHFULLZ2 FW (5'-
GTGCTGCCACACACAGGAC -3') e AGHPC3 FW (5'-GCACGCCCTCGTCAAG-
3') em combinacdo com o iniciador AGHFULL2 REV  (5'-
TCAAGAATTACTCTIGGGGCCTA-3') e o iniciador AGH indell (5'-
CCAGTACCGCCTGCATCC-3") em combinacdo com o iniciador
AGH indel2 (5'-GGCTCACCAGGTGGTCTCT-3'), amplificamos por
PCR os fragmentos que se sobrepdem do gene AGH no DNA

gendémico. Informacdes adicionais da sequéncia foram
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obtidas utilizando o kit Genome Walker Universal
(Clontech). O DNA gendémico foi isolado de varios camardes
fémeas e agrupado. Foram preparadas bibliotecas de DNA de
acordo com as instrucdes do fabricante e reacdes de
amplificacdo primadrias de 5' e 3! foram realizadas
utilizando os iniciadores AGHRACE REV1 e AGHRACE FW1l (ver
acima), respectivamente. Foram realizadas reacdes de
amplificacéo aninhadas utilizando oS iniciadores
AGHRACE REV2 e AGHRACE FW2 (ver acima), respectivamente.
Foi montada uma sequéncia gendmica parcial, incluindo a
regido 3' UTR completa das sequéncias de mRNA até a cauda
poli-A, wutilizando os pacotes de software phredPhrap e

consed.

Clonagem e expressdo de proteinas recombinantes de genes

putativos da hormona da glandula androgénica.

A  sequéncia de codificacdo completa foi expressa num
hospedeiro de levedura (Pichia pastoris), para garantir
enrolamento e glicosilacéao corretas da proteina

recombinante.

Producdo de dsRNA.

Utilizando os iniciadores para PCR AGH CDS T7 Fw

5'"-TAATACGACTCACTATAGGGATGCCCACTCAGCTGCTT3 ") e
AGH CDS T7 Rev (5'-AATACGACTCACTATAGGGCTAAGGTACCGGGTICCTCG-
3"), geramos um fragmento de PCR que incorpora uma
sequéncia promotora T7 em ambos. Este fragmento foi
utilizado como um para o modelo de polimerase de RNA T7
para producdo de RNA de cadeia dupla utilizando o kit
Megascript RNAi (Ambion).
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Ensaios de reversdo sexual em camardo P. monodon juvenil

por injecdo de AGH recombinante.

Grupos de animais jovens pds-larvas (PL30-PL60) séo
injetados com 120 ng do AGH recombinante a cada trés dias.
O grupo 1 recebe injecdes que cobrem o periodo de PL30 a
PL60. O grupo 2 recebe injecdes que cobrem o periodo de
PL30 a PL45. Finalmente, o grupo 3 recebe 1injecdes que
cobrem o periodo de PL45 a PL60. Em PL150, o sexo
fenotipico ¢é avaliado por inspecdo visual e histologia
enquanto o sexo genotipico é determinado ao nivel do DNA
utilizando um marcador de sexo com base em PCR tal como

divulgado no documento PCT/EP2007/054041.

Ensaios de reversdo sexual em camardo P. monodon juvenil

por injecdo de RNA de cadeia dupla AGH-especifico.

Grupos de animais jovens pods-larvas (PL30-PL60) séo
injetados com 0,5 pg de AGH de dsRNA a cada trés dias. O
grupo 1 recebe injecdes que cobrem o periodo de PL30 a
PL60. O grupo 2 recebe injecdes que cobrem o periodo de
PL30 a PL45. Finalmente, o grupo 3 recebe injecdes que
cobrem o periodo de PL45 a PL60. Em PL150, o sexo
fenotipico ¢é avaliado por inspecdo visual e histologia
enquanto sexo genotipico ¢é determinado ao nivel do DNA
utilizando um marcador de sexo com base em PCR tal como

divulgado no documento PCT/EP2007/054041.

Exemplo 1: Identificacgéao de hormonas da glandula

androgénica de Penaeus monodon.

Foi realizado o perfil de transcricdo de todas as

possiveis combinacdes de iniciadores de cDNA-AFLP (128 PC)
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em amostras de tecido da gléndula androgénica (macho; n =
4), amostras de controlo de tecido circundante (fémea; n =
2) e amostras do musculo da fémea e do macho (n = 3 cada).
Por inspecdo visual dos géis de cDNA-AFLP, selecionamos
355 fragmentos especificos da glandula androgénica.
Obtivemos informacdes de sequéncia para 254 (71,6%) desses
fragmentos. As pesquisas de homologia indicaram que pelo
menos 47 (18,5%) eram idénticos (alinhamento blastx mostra
pelo menos 75% de identidades) as sequéncias bacterianas
(Propionibacterium acnes). Isto ¢ muito provavelmente
devido a uma infecdo bacteriana das glandulas androgénicas

nos animais amostrados.

Constatou-se que dois fragmentos de cDNA-AFLP eram
homélogos ao “fator de glédndula androgénica semelhante a
insulina” do lagostim garra vermelha (Cherax

quadricarinatus): BC4M21M263.5 e BC4M34M404.4.

Andlise RACE, seguida de amplificacdo e sequenciacdo do
cDNA completo resultou na identificacédo de quatro
sequéncias de cDNA PmAGH1 (Seg ID N° 1), PmAGH2 (SEQ ID N°
4), PmAGH3 (Seqg ID N° 7) e PmAGH4 (Seq ID N° 10). A
sequenciacdo gendémica de uma parte do gene (Seq ID N° 13)
indicou que todos o0s quatro destes c¢DNA originam por

splicing alternativo de um Unico gene.

O fragmento BC4M21 M263.5 corresponde a um fragmento de
restricdo de BstYI-Msel 234 pb proveniente de PmAGHLl e
PmAGH3, enquanto o fragmento BC4M34M404.4 corresponde a um
fragmento de restricdo de BstYI-Msel 372 pb proveniente de
PmAGH2 e PmAGH4.
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A pesquisa de homologia com as sequéncias completas de
cDNA n&o revelou qualquer homologia significativa ao nivel
de nucledétidos. Ao nivel da proteina, a homologia foi
novamente encontrada com o “fator de glandula androgénica
semelhante a insulina” do lagostim (32% de identidade) e,
em menor medida, com as hormonas da glédndula androgénica
dos 1isdépodes Armadillidium vulgare, Porcelio scaber e

Porcelio dilatatus (entre 29 e 26% de identidade).

Exemplo 2: reversdo sexual em P. monodon juvenil
utilizando Pm AGHI, Pm AGHZ2, Pm AGH3 e/ou Pm_AGH4

recombinante.

A administracdo de PenMon AGHI e PenMon AGHZ recombinante
a P. monodon juvenis ¢é capaz de masculinizar fémeas

genéticas.

Exemplo 3: reversdo sexual em P. monodon juvenil
utilizando silenciamento do gene da hormona da glandula

androgénica mediada por dsRNA.

A administracdo de dsRNA que é dirigido a PenMon AGH1l/2 é
capaz de silenciar a expressdo do gene tanto das variantes

como do P. monodon juvenil macho geneticamente feminizado.
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<150>

<151>

<160> 28

<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1

gaggtgctge
accattcaag
cccaccactce
aaaaccactc
tcctatecta
accaactcgce
tgctgatggt
ttgacttcga
cagcccggece
cgagagcagg
gggccttgaa
tggtgagcce
cctacaacgt
agattctgga
gcgatgttct
tagcgcatte
ttcattgtgt
tactcgcata

cttcatgtat

2091
DNA

cacacacagg
gttgtgegtyg
cagttctcca
catcaaccct
ttatccctece
tgcctcacge
cctctecctyg
ctgcggtgac
tcactcgcga
tcagaccacg
tccgatécga
cgargccgceg
gcaggatgag
gtattgcgag
ctcwttatta
tgataacaca
tctetcotgtt
cacgcttgta

gatttctaga

Us 61/033,830
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PatentIn version 3.5

Penaeus monodo

acagggcaag
taccctcact
cctccaaccce
acgtatttgce
tcctttteca
acctacggcc
acttcgacgt
atcggcgata
gtgtccaggt
cccattgacce
tatttcgaaa
cacgcecteg
tgctgcaacc
gacccggtac
cacttttttt
tatgtatatt
tcacaaggta
aatcttgttt

tgtgagagta

ttctctgeee
ccttcacttt
tcctcagatce
taactcctee
ctcttcteat
tcggcatgec
caagctgcta
ccatgagtca
cagctgatac
tgcttecteg
tggttagtca
tcaagacatc
acgtgagccea
cttagtctece
gctaatgcett
ttatakgtgt
gaatataatc
tegtetegtg

agtaggcaag

ggccttacce
ccecgtateect
tctccaccaa
acctcccctce
agacacaaag
cactcagctg
caacgtcacg
catctgcaag
cgacgacctc
ccagtaccgce
ggacctgata
crggaggcge
gcggacgtgt
cctggeggtt
acagatatac
acaatgtgtg
ctatcctttt
tggttttgat

ttatctctcg

tgatccaaga
ccécaccata
tcccetecaca
tatccacccc
aaaaaaatga
cttgtgggaa
gggattcctg
acgtttccca
tggcaggaca
ctgcatccec
agagaccacc
gcgaagagat
gtggcggagg
tctgtcatat
agtatatgca
ttaaaacaaa
gatagtaatt
ctacattctt

aatgaaattc

16

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
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gaaatcaggc aaatcagtya ttaacatttc tcccttctgt ttccccagta cttctaaacc 1200
ttgaacctga cctgacctat ggccttccta acctctctaa gtggagtcecgt cagtggtcca 1260
tggcccacce atcctectta caacagtcett cggtgacctg atcatatgge ctctccatcc 1320
tctcaatgac ctgacctcaa cccaygggte cccecttett taggeccaagt ctttgeggac 1380
ctgacccaaa ccgaggcttc tctaaccctce ctcectgatgag tttgtaataa aaataaccgg 1440
cctggtgacce caagttctca tgaatttgac ttaatctgeca attaatgacc cgttagagtce 1500
ctttcaatga tgtctgccaa aagtagcecgtt acattccatt tttcttttcg aktawtagge 1560
cccagagtaa ttcttgacct caactttcta aaaaaaaata ygtatattca grgcaagaac 1620
tattttcatt catgttctgt caatttctty ggcgtcataa tttetttcta tccttttatt 1680
aaacaaaata aataaaagat aaccatacat taacaaaggt gtgatacaaa gacataaaag 1740
atatcaaagt tcagtacttt ctttcgecttt ttctattttt atctttcgat tttccgaacg 1800
ttttaaagtt tctaactttt atcccyctgt aaaaataaag ttgacagacg ataataaaaa 1860
gcaataatgt tttagaatct attccttttt tgtgatcacc tgaatatctt ttttatatat 1920
acattatcgt attggaatca gatagatcag yacggyatat cagaattaat tcgtaataaa 1980
aaaatgcatt tcaataactg aatttccgat aaaaaaattt cmecctgtatce tgtcttttge 2040
gaaacaataa aagcatttca aaatcgraaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 2091
<210> 2

<211> 480

<212> DNA

<213> Penaeus monodon

<400> 2

atgcccactce agctgcttgt gggaatgetg atggtcctcet ccctgacttc gacgtcaage 60
tgctacaacg tcacggggat tcctgttgac ttcgactgeg gtgacatcgg cgataccatg 120
agtcacatct gcaagacgtt tcccacagec cggcectcact cgcgagtgtc caggtcaget 180
gataccgacg acctctggca ggacacgaga gcaggtcaga ccacgcccat tgacctgcett 240
cctegecagt accgectgea tecceccegggec ttgaatccga tgcgatattt cgaaatggtt 300
agtcaggacc tgataagaga ccacctggtg agccccgarg ccgcgcacgce cctcecgtcaag 360
acatccrgga ggcécgcgaa gagatcctac aacgtgcagg atgagtgctg caaccacgtg 420

agccagcgga cgtgtgtgge ggaggagatt ctggagtatt gcgaggaccce ggtaccttag 480



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met

Ser

Cys

Thr

Leu

65

Pro

Phe

Glu

Ser

Cys
145

Pro

Thr

Gly

Ala

50

Trp

Arg

Glu

Ala

Iyr

130

val

3
159
PRT

Penaeus monodon

Thr

Ser

Asp

35

Arg

Gln

Gln

Met

Ala

115

Asn

Ala

LISTAM DE

<210> 4

Gln

Ser

20

Ile

Pro

Asp

Tyr

Val

100

His

val

Glu

Leu

Cys

Gly

His

Thr

Arg

85

Ser

Ala

Gln

Glu

Leu

Iyr

Asp

Ser

Arg

70

Leu

Gln

Leu

Asp

Ile
150

Val

Asn

Thr

Arg

55

Ala

His

Asp

val

Glu

135

Leu

SEQUENCIAS

<211> 1709

Gly

val

Met

40

Val

Gly

Pro

Leu

Lys

120

Cys

Glu

Met

Thr

25

Ser

Ser

Gln

Arg

Ile

105

Thr

Cys

Tyr

Leu

10

Gly

His

Arg

Thr

Ala

%20

Arg

Ser

Asn

Cys

Met

Ile

Ile

Ser

Thr

75

Leu

Asp

Gly

His

Glu
155

vVal

Pro

Cys

Ala

60

Pro

Asn

His

Arg

Val

140

Asp

Leu

val

Lys

45

Asp

Ile

Pro

Leu

Arg

125

Ser

Pro

Ser

Asp

30

Thr

Thr

Asp

Met

Val

110

Ala

Gln

Val

Leu

15

Phe

Phe

Asp

Leu

Arg

95

Ser

Lys

Arg

Pro

Thr

Asp

Pro

Asp

Leu

80

Tyr

Pro

Arg

Thr

18



<212> DNA

<213> Penaeus monodon

<400> 4

gaggtgctge
accattcaag
cccaccacte
aaaaccactc
tcctatccta
accaactege
tgctgatggt
ttgacttcga
cagcccggec
cgagagcagg
gggccttgaa
tggtgagccece
cctacaacgt
agattctgga
ccttectaac
acagtctteg
caygggtccc
taaccctect

aatttgactt

gtagegttac

actttctaaa
atttettygg
ccatacatta
ttegettttt
ccecyctgtaa
tcettttttg
tagatcagya
tttececgataa

atcgraaaaa

cacacacagg
gttgtgegtg
cagttctcca
catcaaccct
ttatcecctcece
tgccteacge
cctetecctg
ctgcggtgac
tcactcgega
tcagaccacg
tcegatgega
cgargccgeg
gcaggatgag
gtattgcgag
ctctctaagt
gtgacctgat
cccttettta
ctgatgagtt
aatctgcaat

attcecatttt

aaaaaatayg
cgtcataatt
acaaaggtgt
ctatttttat
aaataaagtt
tgatcacctg
cggyatatca
aaaaatttcm

aaaaaaaaaa

acagggcaag

tacccteact
cctccaacce
acgtatttgce
tcctttteca
acctacggece
acttcgacgt
atcggecgata
gtgtccaggt
cccattgace
tatttcgaaa
cacgcccteg
tgctgecaace
gacccgtact
ggagtegteca
catatggcct
ggccaagtct
tgtaataaaa
taatgacccg

tettttegak

tatattcagr
tetttetate
gatacaaaga
ctttcgattt
gacagacgat
aatatctttt
gaattaattc
cctgtatctg

aaaaaaaaa

ttetetgeee
cettecacttt
teoctcagate
taactcctece
ctcttctcat
teggeatgee
caagctgcta
ccatgagtca
cagctgatac
tgcttectceg
tggttagtca
tcaagacatc
acgtgagcca
tctaaacctt
gtggtccatg
ctecatecte
ttgcggacct
ataaccggcc
ttagagtcct

tawtaggccce

gcaagaacta
cttttattaa
cataaaagat
tccgaacgtt
aataaaaagc
ttatatatac
gtaataaaaa

tettttgega

ggccttacce
cccgtatect
tctccaccaa
acctccecte
agacacaaag
cactcagetg
caacgtcacg
catctgcaag
cgacgaccte
ccagtaccgc
ggacctgata
crggaggcge
geggacgtgt
gaacctgacc
gcccacccat
tcaatgacct
gacccaaacce
tggtgaccca
ttcaatgatg

cagagtaatt

ttttcattca
acaaaataaa
atcaaagttce
ttaaagttte
aataatgttt
attatcgtat
aatgcattte

aacaataaaa

tgatccaaga
ccccaccata
teecctecaca
tatccaccce
aaaaaaatga
cttgtgggaa
gggattcctg
acgtttccca
tggcaggaca
ctgcatcecce
agagaccace
gcgaagagat
gtggcggagg
tgacctatgg
cctecttaca
gacctcaacc
gaggcttcte
agttctcatg
tctgecaaaa

cttgacctca

tgttetgtea
taaaagataa
agtactttet
taacttttat
tagaatctat
tggaatcaga
aataactgaa

gcatttcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1709
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<210> 5
<211>
<212>
<213>

<400> 5

atgcccacte
tgctacaacyg
agtcacatct
gataccgacg
cctegecagt
agtcaggacc
acatccrgga

agccagegga

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<400> 6

480
DNA

agctgettat
tcacggggat
gcaagacgtt
acctctggca
accgectgea
tgataagaga
ggcgegegaa

cgtgtgtgge

159
PRT

Penaeus monodon

gggaatgctyg
tcctgttgac
tcccacagcc
ggacacgaga
tccececgggec
ccacctggtyg
gagatcctac

ggaggagatt

Penaeus monodon

atggtcctcet
ttcgactgceg
cggcctcact
gcaggtcaga
ttgaatccga
agccccgarg
aacgtgcagg

ctggagtatt

ccctgactte
gtgacatcgg
cgcgagtgte
ccacgcccat
tgcgatattt
ccgegeacge
atgagtgetg

gcgaggacce

gacgtcaagc
cgataccatg
caggtcagct
tgacctgcett
cgaaatggtt
cctcgtcaag
caaccacgtg

gtacttctaa

60

120

240

300

360

420

480
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Met

Ser

Cys

Thr

Leu

65

Pro

Phe

Glu

Ser

Cys
145

Pro

Thr

Gly

Ala

50

Trp

Arg

Glu

Ala

Tyr
130

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

Thr

Ser

Asp

35

Arg

Gln

Gln

Met

Ala
115

Asn

Ala

7

Gln

Ser

20

Ile

Pro

Asp

Tyr

vVal

100

His

val

Glu

2082
DNA

Leu

Cys

Gly

His

Thr

Arg

85

Ser

Ala

Gln

Glu

Leu

Tyr

Asp

Ser

Arg

70

Leu

Gln

Leu

Asp

Ile
150

val

Asn

Thr

Arg

55

Ala

His

Asp

Val

Glu

135

Leu

Gly

Val

Met

40

val

Gly

Pro

Leu

Lys
120

Cys

Glu

Penaeus monodon

<400> 7

Met

Thr

25

Ser

Ser

Gln

Arg

Ile

105

Thr

Cys

Tyr

Leu

10

Gly

His

Arg

Thr

Ala

90

Arg

Ser

Asn

Cys

Met

Ile

Ile

Ser

Thr

75

Leu

Asp

Gly

His

Glu
155

val

Pro

Cys

Ala

60

Pro

Asn

His

Arg

Val
140

Asp

Leu

Val

Lys

45

Asp

e

I

Pro

Leu

Arg
125

Ser

Pro

Ser

Asp

Thr

Thr

Asp

Met

val

110

Ala

Gln

Tyr

Leu

15

Phe

Phe

Asp

Leu

Arg

95

Ser

Lys

Arg

Phe

Thr

Asp

Pro

Asp

Leu

80

Tyr

Pro

Arg

Thr
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gaggtgctge
accattcaag
cccaccactce
aaaaccactc
tcctatecta
accaactcgce
tgctgatggt
ttgacttcga
cagcceggec
cgagagcagg
gggecttgaa
ccgargccge
tgcaggatga
agtattgcga
tctewttatt
ctgataacac
ttctetcetgt
acacgcttgt
tgatttctag
caaatcagty
acctgaccta
catcctcectt

cctgacctca

cacacacagyg
gttgtgegtg
cagttctcca
catcaaccct
ttatccctece
tgcctcacge
cctecteectg
ctgcggtgac
tcactcgega
tcagaccacg
tcegatgega
gcacgccctce
gtgctgcaac
ggacccggta
acactttttt
atatgtatat
ttcacaaggt
aaatcttgtt
atgtgagagt
attaacattt
tggccttect
acaacagtct

acccaygggt

acagggcaag
taccctcact
cctccaaccce
acgtatttge
tcetttteca
acctacggcc
acttcgacgt
atcggcgata
gtgtccaggt
cccattgacc
tatttcgaaa
gtcaagacat
cacgtgagec
ccttagtete
tgctaatgct
tttatakgtg
agaatataat
ttegtcteogt
aagtaggcaa
ctcecttetg
aacctcecteta
tcggtgaccet

cceececttet

ttctetgece
ccttecacttt
tccteagatce
taactcctce
ctcttctcat
tcggecatgee
caagctgcta
ccatgagtca
cagctgatac
tgcttecteg
tggacctgat
¢crggaggeyg
agcggacgtg
ccctggeggt
tacagatata
tacaatgtgt
cctatccttt
gtggttttga
gttatctctc
tttccecagt
agtggagtcg
gatcatatgg

ttaggccaag

ggccttaccce
ccegtatect
tctccaccaa
acctccecte
agacacaaag
cactcagctyg
caacgtcacg
catctgcaag
cgacgacctce
ccagtaccge
aagagaccac
cgcgaagaga
tgtggcggag
ttctgtcata
cagtatatge
gttaaaacaa
tgatagtaat
tctacattct
gaatgaaatt
acttctaaac
tcagtggtcc
cctcectecatce

tctttgegga

tgatccaaga
cceccaccata
tcectecaca
tatccacccc
aaaaaaatga
cttgtgggaa
gggattcctyg
acgtttccca
tggcaggaca
ctgcatcecec
ctggtgagec
tcctacaacyg
gagattctgg
tgcgatgtte
atagcgceatt
attcattgtg
ttactcgcat
tcttecatgta
cgaaatcagg
cttgaacctyg
atggcccacc
ctctcaatga

cctgacccaa

240
300
360
420
480
540

600

720
780
840
900
960
1020
1080
11490
1200
1260
1320

1380
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accgaggctt
ccaagttcte
atgtctgeca
attcttgacc
tcatgttctg
aaataaaaga
ttcagtactt
ttctaacttt
ttttagaatc
tattggaatc
ttcaataact

aaagcattte

<210> 8
<211>
<212>
<213>

<400> 8

atgeecactce
tgctacaacyg
agtcacatct
gataccgacyg
cctegecagt
ctgataagag
aggcgcgcga

acgtgtgtgg

<210> 9

ctctaaccct
atgaatttga
aaagtagegt
tcaactttct
tcaatttcett
taaccataca
tctttcgett
tatcccyctg
tattcctttt
agatagatca
gaatttccga

aaaatcgraa

471
DNA

agctgcttgt
tcacggggat
gcaagacgtt
acctctggca
accgectgea
accacctggt
agagatccta

cggaggagat

<211> 156
<212> PRT

cctctgatga
cttaatctge
tacattccat
aaaaaaaaat
yggcgtcata
ttaacaaagg
tttctatttt
taaaaataaa
ttgtgatcac
gyacggyata
taaaaaaatt

aaaaaaaaaa

Penaeus monodon

gggaatgctyg
tcctgttgac
tcccacagec
ggacacgaga
tcceegggee
gagcccegar
caacgtgcag

tctggagtat

<213> Penaeus monodon

gtttgtaata
aattaatgac
ttttctttte
aygtatattc
atttetttet
tgtgatacaa
tatctttecga
gttgacagac
ctgaatatct
tcagaattaa
tcmectgtat

daaaaaaaaa

atggtcctcet
ttcgactgeg
cggcectcact
gcaggtcaga
ttgaatccga
geegegeacyg
gatgagtgcf

tgcgaggacce

aaaataaccg
ccgttagagt
gaktawtagg
agrgcaagaa
atccttttat
agacataaaa
ttttccgaac
gataataaaa
tttttatata
ttcgtaataa
ctgtcttttg

aa

ccctgacttce
gtgacatcgg
cgegagtgtc
ccacgcccat
tgcgatattt
cccteogtcaa
gcaaccacgt

cggtacctta

gcctggtgac
cctttcaatg
ccccagagta
ctattttcat
taaacaaaat
gatatcaaag
gttttaaagt
agcaataatg
tacattatcg
aaaaatgcat

cgaaacaata

gacgtcaagc
cgataccatg
caggtcaget
tgacctgcett
cgaaatggac
gacatccrgg
gagccagcegyg

g

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2082

60

120

240

300

360

420

471
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<400>

Met Pro
1

Ser Thr

Cys Gly

Thr Ala
50

Leu Trp
65

Pro Arg

Phe Glu

His Ala

Val Gln
130

Glu Glu
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

9

Thr

Ser

Asp

35

Arg

Gln

Gln

Met

Leu

115

Asp

Ile

10
170
DNA

Gln

Ser

20

Ile

Pro

Asp

Tyr

Asp

100

Val

Glu

Leu

0

Leu

Cys

Gly

His

Thr

Arg

85

Leu

Lys

Cys

Glu

Leu

Tyr

Asp

Ser

Arg

70

Leu

Ile

Thr

Cys

Tyr
150

Val Gly Met Leu Met Val Leu Ser Leu Thr

10

15

Asn Val Thr Gly Ile Pro Val Asp Phe Asp

Thr Met
40

Arg VvVal
55

Ala Gly

His Pro

Arg Asp

Ser Gly
120

Asn His
135

Cys Glu

Penaeus monodon

10

25

Ser

Ser

Gln

Arg

His

105

Arg

Val

Asp

His

Arg

Thr

Ala

90

Leu

Arg

Ser

Pro

Ile

Ser

Thr

75

Leu

Val

Ala

Gln

val
155

Cys

Ala

60

Pro

Asn

Ser

Lys

Arg

140

Pro

Lys

45

Asp

Ile

Pro

Pro

Arg

125

Thr

30

Thr

Thr

Asp

Met

Glu

110

Ser

Cys

Phe

Asp

Leu

Arg

95

Ala

Tyr

Val

Pro

Asp

Leu

80

Tyr

Ala

Asn

Ala
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gaggtgctge cacacacagg acagggcaag
accattcaag gttgtgcgtg taccctcact
cccaccacte cagttctcca cctecaacce

aaaaccactc catcaaccct acgtatttge
tcctatccta ttatccctee tecttttceca
accaactcge tgectcacge acctacggec
tgctgatggt cctctceccctyg acttcgacgt
ttgacttcga ctgcggtgac atcggcgata
cagcccggcec tcacfcgcga gtgtccaggt
cgagagcagg tcagaccacg cccattgacce
gggccttgaa tccgatgega tatttcgaaa

ccgargecge gcacgceccte gtcaagacat

tgcaggatga gtgctgcaac cacgtgagcc
agtattgcga ggacccgtac ttctaaacct
cctctctaag tggagtcgte agtggtccat
ggtgacctga tcatatggcc tctccatcct
ccecttettt aggccaagte tttgcggace
tctgatgagt ttgtaataaa aataaccggc
taatctgcaa ttaatgaccc gttagagtcc
cattccattt ttcttttcga ktawtaggec
aaaaaaatay gtatattcag rgcaagaact
gcgtcataat ttetttctat ccttttatta
aacaaaggtg tgatacaaag acataaaaga
tctattttta tctttcgatt ttccgaacgt
aaaataaagt tgacagacga taataaaaag
gtgatcacct gaatatcttt tttatatata

acggyatatc agaattaatt cgtaataaaa

aaaaaatttc mcctgtatct gtcttttgeg

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 11
<211> 471
<212> DNA

<213> Penaeus monodon

ttctetgece
ccttcacttt
tccteagatce
taactcctee
ctcttctcat
tcggecatgee
caagctgcta
ccatgagtca
cagctgatac

tgcttecteg

tggacctgat
ccrggaggcg
agcggacgtg
tgaacctgac
ggcccaccca
ctcaatgacc
tgacccaaac
ctggtgaccc
tttcaatgat
ccagagtaat
attttcatte
aacaaaataa
tatcaaagtt
tttaaagttt
caataatgtt
cattatcgta
aaatgcattt

aaacaataaa

ggccttaccce
ccegtatect
tctccaccaa
acctcccctce
agacacaaag
cactcagetg
caacgtcacg
catctgcaag
cgacgacctc

ccagtaccgce

aagagaccac
cgcgaagaga
tgtggcggag
ctgacctatg
tcectecttac
tgacctcaac
cgaggettet
aagttctcat
gtctgccaaa
tcttgaccte
atgttctgte
ataaaagata
cagtactttc
ctaactttta
ttagaatcta
ttggaatcag
caataactga

agcatttcaa

tgatccaaga
ccccaccata
tccetecaca
tatccacccce
aaaaaaatga
cttgtgggaa
gggattcctg
acgtttccca
tggcaggaca
ctgecatcccce
ctggtgagec
tcctacaacy
gagattctgg
gecttectaa
aacagtcttc
ccaygggtcce
ctaaccctcc
gaatttgact
agtagcgtta
aactttctaa
aatttcttyyg
accatacatt
tttcgetttt
tceeyctgta
ttectttttt
atagatcagy
atttccgata

aatcgraaaa

60

180

240

300

360

420

480

540

600
660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1700

25



<400> 11

atgcecacte
tgctacaacy
agtcacatct
gataccgacg
cctcgcecagt
ctgataagag
aggcgegega
acgtgtgtgg
<210> 12
<211> 15
<212>
<213>

<400> 12

agctgettgt
tcacggggat
gcaagacgtt
acctctggca
accgectgca
accacctggt
agagatccta

cggaggagat

6

PRT

gggaatgctyg

tcetgttgac
tcccacagee
ggacacgaga
tccecgggece
gagccecgar
caacgtgcag

tctggagtat

Penaeus monodon

atggtcctcet
ttcgactgeyg
cggectcact
gcaggtcaga
ttgaatccga
gccgegeacyg
gatgagtgct

tgcgaggacc

ccctgactte
gtgacatcgg
cgcgagtgte
ccacgeccat
tgcgatattt
ccctegtecaa
gcaaccacgt

cgtacttcta

gacgtcaagc
cgataccatg
caggtcagct
tgacctgett
cgaaatggac
gacatccrgg
gagccagegyg

a

60

120

240

300

360

420

471

26



Met

Ser

Cys

Thr

Leu

65

Pro

Phe

His

Val

Glu
145

Pro

Thr

Gly

Ala

50

Trp

Arg

Glu

Ala

Gln

130

Glu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

aaatcaaact gtatttttat ctcaaccaca
ctttecetta cagtgtccag gtecagetgat
ggtcagacca cgcccattga cctgettect

aatccgatge gatatttcga aatggttagt

Thr

Ser

Asp

Arg

Gin

Gln

Met

Leu

115

Asp

Ile

13
200
DNA

Gln

Ser

20

Ile

Pro

Asp

Tyr

Asp

100

val

Glu

Leu

8

Leu

Cys

Gly

His

Thr

Arg

85

Leu

Lys

Cys

Glu

Leu

Tyr

Asp

Ser

Arg

70

Leu

Ile

Thr

Cys

Tyr
150

val

Asn

Thr

Arg

Ala

His

Arg

Ser

Asn

135

Cys

Gly

vVal

Met

40

Val

Gly

Pro

Asp

Gly

120

His

Glu

Penaeus monodon

13

Met

Thr

25

Ser

Ser

Gln

Arg

His

105

Arg

Val

Asp

aaacatccca acaagcagac
accgacgace tctggeagga
cgccagtacce gectgeatcec

caggtaacag gtatttctta

Leu

10

Gly

His

Arg

Thr

Ala

920

Leu

Arg

Ser

Pro

Met

Ile

Ile

Ser

Thr

75

Leu

val

Ala

Gln

Tyr
155

Val

Pro

Cys

Ala

60

Pro

Asn

Ser

Lys

Arg

140

Phe

Leu

Val

Lys

45

Asp

Ile

Pro

Pro

Arg

125

Thr

Ser

Asp

30

Thr

Thr

Asp

Met

Glu

110

Ser

Cys

Leu

Phe

Phe

Asp

Leu

Arg

95

Ala

Tyr

val

Thr

Asp

Pro

Asp

Leu

80

Tyr

Ala

Asn

Ala

agtgccttcet
cacgagagca
ccgggecttyg

ttaattgtaa

60

180

240

27



caccattatc
gttegtgatt
gtgcgectaca
gacatataga
atttctgcag
gccatgecac
gtcaagacat
cacgtgagcc
ccttagtete
tgctaatgcet
tttatakgtg
agaatataat
ttcgtcteot
aagtaggcaa
ctcccttetg
aacctctcta
tcggtgacct
ccceecttet
tcctetgatg
acttaatctg
ttacattcca
taaaaaaaaa
tyggcgteat
attaacaaag
ttttctattt
gtaaaaataa
tttgtgatca
agyacggyat
ataaaaaaat

aaatatgaat

<210>
<211>
<212>
<213>

14
25
DNA

acaaatatct
cttaattgea
gtttaattac
aacatacaac
tactacataa
aggacctgat
cecrggagygcy
agcggacgtg
ccetggeggt
tacagatata
tacaatgtgt
cctatceettt
gtggttttga
gttatctctc
ttteccccagt
agtggagtcg
gatcatatgg
ttaggccaag
agtttgtaat
caattaatga
tttttetttt
taygtatatt
aatttecttte
gtgtgataca
ttatctttcg
agttgacaga
cctgaatatc
atcagaatta
ttcmectgta

ccttgettge

gataatatta
tagcattatt
ccttcatata
gatagtctgce
tatatacaca
aagagaccac
cgcgaagaga
tgtggeggag
ttctgtcata
cagtatatgc
gttaaaacaa
tgatagtaat
tctacattct
gaatgaaatt
acttctaaac
tcagtggtcc
cctectecatc
tctttgegga
aaaaataacc
ccegttagag
cgaktawtag
cagrgcaaga
tatcctttta
aagacataaa
attttccgaa
cgataataaa
ttttttatat
attcgtaata
tctgtctttt

aacagctg

agtatctgca
ttcagttctce
taacatcact
ccactaagta
aaatagactc
ctggtgagecc
tcctacaacyg
gagattctgg
tgcgatgttc
atagcgcatt
attcattgtg
ttactcgeat
tcttcatgta
cgaaatcagg
cttgaacctg
atggcccacc
ctctcaatga
cctgacccaa
ggccetggtga
tccttteaat
gcceccagagt
actattttca
ttaaacaaaa
agatatcaaa
cgttttaaag
aagcaataat
atacattatc
aaaaaatgca

gcgaaacaat

Sequéncia Artificial

agttcctatt
agataatatt
tttatgtaat
cctgcgaggt
tagtacacga
cégargccgc
tgcaggatga
agtattgcga
tcwectttatt
ctgataacac
ttetetetgt
acacgcttgt
tgatttctag
caaatcagty
acctgaccta
catcctecett
cctgacctcea
acccgaggcet
cccaagttct
gatgtctgee
aattcttgac
ttcatgttct
taaataaaag
gttcagtact
tttctaactt
gttttagaat
gtattggaat
tttcaataac

aaaagcattt

cttctgtggt
gcatactgac
cttaccttgt
agacggttct
aaggattcct
gcacgccete
gtgctgcaac
ggacccggta
acactttttt
atatgtatat
ttcacaaggt
aaatcttgtt
atgtgagagt
attaacattt
tggccttect
acaacagtct
acccaygggt
tctctaacce
catgaatttg
aaaagtagcg
ctcaactttc
gtcaatttct
ataaccatac
ttcttteoget
ttatcecyct
ctattecettt
cagatagatc
tgaatttccg

caaaatcgrg

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2008
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<220>
<223>

<400>

Iniciador

14

tatgacagaa accgccaggg gagac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15
25
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

15

aggtaccggg tcctcgcaat actcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

16
25
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

16

ctggcggttt ctgtcatatg cgatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

17
25
DNA

Sequéncia Artificial

25

25

25

29



<223>

<400>

Iniciador

17

gtctccecctg gcggtttectg tcata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18
20
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

18

acacaggaca gggcaagttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
20
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

19

tccctceccaca aaaaccactce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

20
20
DNA

Sequéncia Artificial

20

20

25

30



<223>

<400>

Iniciador

20

tctggggcct attaatcgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21
21
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

21

acgttcggaa aatcgaaaga t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22
19
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

22

gtgctgccac acacaggac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

23
16
DNA

Sequéncia Artificial

20

21

19

31



<223>

<400>

Iniciador

23

gcacgccctc gtcaag 16

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24
22
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

24

tcaagaatta ctctggggcc ta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25
18
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador

25

ccagtaccgc ctgcatcc 18

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

26
19
DNA

Sequéncia Artificial

22

32



33

<223> Iniciador

<400> 26
ggctcaccag gtggtctct 19

<210> 27
<211> 38
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador

<400> 27

taatacgact cactataggg atgcccactc agctgctt 38

<210> 28
<211> 39
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador

<400> 28

taatacgact cactataggg ctaaggtacc gggtcctcg 39
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REIVINDICACOES

Proteina isolada, selecionada do grupo gue consiste nas
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 9 e SEQ ID N° 12,
ou uma sua mutante ou variante com pelo menos 50% de
identidade, que retém a atividade da hormona da
glédndula androgénica semelhante a insulina da referida

proteina isolada em camardes juvenis.

Fragmento de &cido nucleico, que codifica uma proteina

de acordo com a reivindicacédo 1.

Fragmento de acido nucleico de acordo com a
reivindicacdo 2, em que o referido fragmento compreende
a SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 8 ou SEQ ID N°
11.

Fragmento de &cido nucleico, que compreende a SEQ ID N°
1, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 7 ou SEQ ID N° 10, ou o seu
complemento, ou um seu fragmento funcional que pode ser
utilizado como iniciador ou RNAi especifico para a SEQ

ID N° 1, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 7 ou SEQ ID N° 10.

Utilizacéo de uma proteina de acordo com a
reivindicacdo 1 para modificar a proporcdo dos sexos em

gambas ou camardes.

Utilizacéo de uma proteina de acordo com a
reivindicacdo 5, em que a referida gamba ou camardo

pertence a familia Penaeidae.



10.

11.

12.

13.

Utilizacé&o de uma proteina de acordo com a

[ON

reivindicacdo 6, em que a referida gamba ou camarédo

Penaeus monodon.

Utilizacdo de um fragmento de &cido nucleico ou um seu
fragmento funcional de acordo com a reivindicacgdo 2 ou
3, para modificar a proporcdo dos sexos em gambas e

camardes.

Utilizacdo de um fragmento de &4cido nucleico ou um seu
fragmento funcional de acordo com a reivindicacdo 2 ou

3, para determinar o sexo em gambas ou camardes.

Utilizacdo de um fragmento de &cido nucleico ou um seu
fragmento funcional de acordo com a reivindicacé&do 8 ou
9, em que a referida gamba ou camardo pertence a

familia Penaeidae.

Utilizacdo de um 4&acido nucleico ou um seu fragmento
funcional de acordo com a reivindicacdo 10, em gque a

referida gamba ou camardo é Penaeus monodon.

Método para estabelecer uma cultura monossexo em gambas
e camardes, que compreende a utilizacdo de uma proteina

de acordo com a reivindicacdo 1.

Método para estabelecer uma cultura monossexo em gambas
e camardes, que compreende a utilizacdo de um fragmento
de acido nucleico de acordo com qgualqgquer das

reivindicacdes 2-4.



14. Método para estabelecer uma cultura monossexo em gambas
e camardes, que compreende a determinacdo do sexo de

acordo com a reivindicacdo 9.

15. Método de acordo com qualquer das reivindicacbes 12-14,

em que a referida gamba ou camardoc é Penaeus monodon.

Lisboa, 21 de julho de 2015
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Figura 1
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