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Resumo

A captura de camardes ¢ uma das atividades pesqueiras de maior importancia no
mundo, principalmente pelo alto valor de comercializagdo alcangado por sua carne.
Caracteristicas bioldgicas dos peneidos fazem deste grupo de camardes candidatos a
apresentarem algum grau de estruturacdo populacional, ja que espécies como
Farfantepenaeus brasiliensis apresentam certa dependéncia da presenca de estuarios
para completarem seu ciclo de vida. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
como estdo estruturadas as populagdes de F. brasiliensis na costa do Estado do Rio
Grande do Norte por meio de analises morfométricas e moleculares. Para tanto,
mensuragdes (Ct, Cc, Ca e peso) foram obtidas de cada exemplar analisado. Diferencgas
entre locais foram avaliadas por meio de técnicas univariadas (ANOVA) e
multivariadas (Andlise discriminante). Os programas FSTAT e GENEPOP foram
utilizadados para se obter os niveis de variabilidade genética das populacdes, bem
como, as comparagdes moleculares entre populacdes. Para deteccdo de migrantes os
métodos frequentista e bayesiano do software GENECLASS foram adotados. Os
resultados das analises morfométricas apontam diferencas nas propor¢des dos sexos em
cada localidade analisada, que podem ser relacionadas a diferengas nas taxas de
crescimento entre sexos e/ou estratificacdo espacial diferencial. Diferencas
morfométricas significativas entre os locais foram evidentes tanto por técnicas
univariadas como multivariadas. Estas diferengas podem ser resultados da necessidade
dos estuarios para completar o ciclo de vida por esta espécie, bem como, em virtude das
diferencgas exitentes entre os estudrios presentes nas localidades analisadas. Fémeas se
mostraram mais diferenciadas entre locais que machos. Este resultado também pode ser
reflexo de caracteristicas bioldgicas da espécie, haja vista que o local de desova guarda

grande relagdo com as fémeas desta espécie que da insemina¢do a desova podem levar



de 10 a 20 dias. Os resultados moleculares mostraram niveis medianos de variabilidade
genética nos locais analisadas, H, variando entre 0,471 — 0,540, quando comparadas a
outras espécies da mesma familia. Os valores de Fsr obtidos ndo evidenciaram
estruturacdo genética, no entanto, estes resultados podem ser tanto reflexo do baixo
numero de locos analisados, como da caracteristica dos peneideos de um predomineo de
fémeas nas amostras. O procedimento utilizado para a detec¢do de migrantes ndo
evidenciou a existéncia destes entre as populacdes avaliadas, no entanto, foram
identificados individuos que foram excluidos de todas as populagdes podendo pertencer
a outras populacdes ndo amostradas. Desta forma, o conjunto de resultados obtidos,
somados as caracteristicas biologicas da espécie, e as caracteristicas ambientais distintas
entre locais, nos permitem inferir a existéncia de pelo menos dois estoques de F.

brasiliensis na costa do Rio Grande do Norte.

Abstract

Shrimp catch is one of the main fishing activities in the world, mostly for the
high value of commercialization reached by shrimp meat. Biological characteristics of
penaeids make this group of shrimps aspirant to show different levels of population
structure. Penaeid species like Farfantepenaeus brasiliensis are dependent of the
estuary to complete its life cycle. Thus, the aim of this work was to evaluate if
populations of F. brasiliensis, from the coast of Rio Grande do Norte, are structured by
morphometrical and molecular analysis. Several measurements (Lt, Lc, La and weight)
were recorded for each specimen. Divergence between places has been evaluated by
univariate (ANOVA) and multivaried (Discriminant Analysis) techniques. FSTAT and
GENEPOP were used to get the molecular levels of genetic variability in each
population, as well as, comparisons between populations. The frequentist and bayesian

methods were used to detect migrants in GENECLASS software. The results of the



morphometric analysis pointed out differences between sex-ratio in all analyzed
localities. These results probably are related with differences in growth rate between sex
and/or spatial stratification. Significant morphometric differences were obtained
between populations by the univariate and multivaried methods. These differences
could be consequence of the estuary necessity to complete the life cycle in F.
brasiliensis. Likewise, local differences could contribute for these results. Females were
more divergent among different areas than males. This result also could be a reflex of
the biological characteristics of this species, due to the great relation between the
spawning places and the females. The interval between insemination and spawning in
shrimp females can be of 10 to 20 days. The molecular results showed medium levels of
genetic variability in the analyzed localities. When compared with other species from
the same family H, varied between 0,471 and 0,540. The Fgsr values did not showed
genetic structure. However, these results could reflect the low number of analyzed /oci,
or the predominance of females in the samples, a characteristic inherent of the penaeids.
The procedure used to detect migrants did not support the existence of migrants among
evaluated populations; however some individuals had been excluded from all
populations, probably belonging to other populations not sampled. In such a way, the
set of results obtained, plus the biological characteristics of this species, and the distinct
environmental characteristics among areas allow us to infer an existence of at least two

F. brasiliensis stocks in Rio Grande do Norte coast.



Introducao

Biodiversidade

A diversidade bioldgica de uma 4rea ¢ convenientemente descrita em trés niveis.
A diversidade infra-especifica (genética) ¢ a variagdo dentro de uma populagdo e entre
populagdes de plantas ou animais. A estrutura genética de uma populacdo ¢ variavel
entre populagdes de uma espécie e dentro de sua distribui¢do geografica. Dessa forma, a
perda de uma populagdo resulta na perda da diversidade genética para aquela espécie e,
em uma reducdo do total da biodiversidade bioldgica para aquela regido. Esta
informagdo genética unica ndo pode ser recuperada e este nivel de biodiversidade ¢
critico para a espécie adaptar-se a mudangas e para continuar na direcdo mais vantajosa
para a mesma. A diversidade de organismos pode ser entendida como nimero total e
abundancia de espécies de plantas e animais em uma area. O terceiro nivel diz respeito a
variedade de comunidades naturais ou ecossistemas, dentro de uma area. Estas
comunidades podem ser representativas ou endémicas de uma area (Féral 2002).

A diversidade genética ndo estd apenas presente entre as populacdes, mas
também dentro delas. Esta diversidade dentro das populagdes ¢ a matéria-prima da
evolucdo: populagdes com maior diversidade genética provavelmente possuem
individuos capazes de suportar mudancas ambientais e passar adiante seus genes
(Slatkin 1987). A manuten¢ao da diversidade genética influencia o potencial ecologico e
evolutivo de uma espécie. Além disso, a sua capacidade de resposta a novas condigdes
ambientais e a distarbios causados pelo homem depende da variagao disponivel (Slatkin

1987).



O conhecimento da diversidade genética e a estrutura das populagdes selvagens
sdo muito importantes sob o ponto de vista bioldgico e evolutivo. A perda de variagdo
genética de populacdes selvagens s6 pode ser recuperada por um lento processo de
mutagdo e, portanto, a avaliagdo dos recursos genéticos € considerada um bom ponto de
partida para que estratégias de manejo adequadas sejam empregadas tanto em recursos

pesqueiros como na aqlicultura (Zitari-Chatti et al. 2008).

A determinac¢io de estoques

A identificacdo de estoques ¢ um campo multidisciplinar das ciéncias pesqueiras
que envolve estudos genéticos, biométricos e de ciclo de vida (Pawson e Jennings 1996,
Begg et al. 1999). Uma definicao geral de estoque normalmente envolve um grupo de
individuos que persistem ao longo do tempo (Booke 1981).

A quantificacdo das caracteristicas de um individuo, ou um grupo de individuos,
pode demonstrar o grau de especiacdo resultante do conjunto das condicdes bioticas e
abidticas, e contribui para a defini¢do dos diferentes estoques das espécies (Palma e
Andrade 2002). Populagdes podem ser distinguidas por caracteristicas fenotipicas ou
genotipicas dos seus individuos e, espécies que sdo compostas por dois ou mais
estoques distintos fenotipica ou genotipicamente sao ditas estruturadas (Allendorf et al.
1987).

A identificagdo de populacdes € criticamente importante para espécies sobre
exploragdo comercial ja que, com essa informagdo, os gerenciadores da atividade
podem monitorar ¢ modelar seus programas de manejo para as caracteristicas de um
estoque individual e entdo assegurar uma melhor sustentabilidade em longo prazo
(Philipp et al. 1993). A identificacdo de grupos intra-especificos com diferentes
historias de vida € essencial para o entendimento da dindmica populacional e para uma

exploragdo sustentavel (Winans e Nishioka 1987).



As espécies marinhas representam um desafio para o modelo de especiagdo
alopatrica que tem sido amplamente aceito para organismos terrestres (a0 menos para
vertebrados). Este desafio reside no fato de que muitos organismos marinhos
desenvolvem-se através de uma fase larval planctonica que pode, potencialmente, ser
amplamente dispersa por correntes, hdbeis a cruzar qualquer barreira discernivel
(Palumbi 1992). Estas sdo freqiientemente enfocadas como sendo populagdes
amplamente distribuidas que ndo possuem uma forte estruturagdo genética. Contudo,
um grande nimero de tipos de isolamento reprodutivo, como diferencas na época de
desova, reconhecimento de parceiros, tolerdncia ambiental e compatibilidade de
gametas, t€ém sido inferidos em eventos de especiagdo marinha (Palumbi 1994).

Recentemente trabalhos envolvendo diferentes grupos animais tém demonstrado
que as espécies marinhas vivenciam graus diversos de isolamento podendo ser
observados, com freqiiéncia maior do que a imaginada, estruturacdo populacional, bem
como, a existéncia de espécies cripticas (Ignacio et al. 2000, Weber e Levy 2000,
Feldheim et al. 2001, Cadrin e Silva 2005, Gusmao et al. 2006, Santos et al. 2006, Tsoi

et al. 2007, Zitari-Chatti et al. 2008).

A morfometria como ferramenta em estudos populacionais

A variagdo morfométrica pode ser utilizada para se discriminar ‘“‘estoques
fenotipicos”, os quais podem ser definidos como grupos com crescimento, mortalidade
e taxas reprodutivas semelhantes (Cadrin 2000). Esta variagdo comumente ¢ resultado
de diferengas nas taxas de desenvolvimento. Apesar da dependéncia do ambiente, taxas
ontogenéticas influenciam muitos atributos populacionais que estdo intimamente
relacionados com a dindmica populacional, e, determinam como cada estoque responde

a exploracdo. Dessa forma, grupos com crescimento ou dindmicas reprodutivas



diferentes devem ser modelados e manejados separadamente com o proposito de
exploragdo sustentavel dos estoques pesqueiros (Cadrin e Silva 2005).

Apesar dos padrdes de variacdo morfométrica serem passiveis de analise por
meio de alometria bivariavel, a forma do corpo ¢ multidimensional, a variagdo
geografica ¢ um fenomeno multivariado, e analises simultaneas de grupos de caracteres
representativos t€ém mais possibilidades de detectar diferengas entre grupos (Cadrin
2000). Analises multivariadas de caracteres morfométricos constituem-se em robustas
técnicas para se verificar a variagdo geografica dos estoques, haja vista que podem
prover informagdes complementares aquelas informagdes derivadas de estudos
bioquimicos, fisioldégicos e de ciclo de vida. Estas andlises tém proporcionado
resultados interessantes a respeito da estrutura de diferentes espécies marinhas (Schaefer
1989). No entanto, a relagdo entre as partes do corpo sdo espécie especificos e com
detalhadas andlises estatisticas podem ser utilizadas em estudos taxondmicos

(Mariappan e Balassundaram 2004).

Técnicas morfométricas tém sido empregadas para a detecgdo de estoques de
diferentes grupos animais com sucesso em todo o mundo por diversos autores. Em
linguados Limanda ferruginea foram evidenciadas diferencas na costa nordeste dos
Estados Unidos por meio de técnicas multivariadas de caracteres morfologicos (Cadrin
e Silva 2005); técnicas semelhantes também possibilitaram a diferenciacdo de
morfotipos de duas espécies de Munida (Munida subrugosa e M. gregaria) do Estreito
de Beagle (Tapella e Lovrich 2006); a andlise discriminante de caracteres morfologicos
possibilitou a identificagcdo de pelo menos dois estoques de Lutjanus purpureus
habitando a plataforma continental da regido norte do Brasil, sendo esses resultados
concordantes com estudos prévios de reproducdo, crescimento e habito alimentar da

espécie na regido (Salles et al. 2006); também por meio de uma andlise discriminante



foi possivel a diferenciagdo entre populagdes Artemia franciscana do Caribe
Colombiano ¢ da América do Norte, sendo encontradas diferengas nos niveis de
diferenciagdo entre sexos (Camargo et al. 2003); o uso de técnicas da alometria
bivariavel permitiu a diferenciagdo de duas espécies de camardes fantasma
(Callianassidae) Nihonotrypaea japonica ¢ N. harmandi, que diferiram, principalmente

em relagdo ao tamanho de suas corneas (Wardiatno e Tamaki 2001).

Seqiiéncias Microssatélites e estrutura genética

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fenotipo molecular oriundo de
um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA. A seqiiéncia de nucleotideos
e a funcdo de um marcador molecular podem ou ndo ser conhecidas e, em geral, sdo
desconhecidas. Ao verificar o seu comportamento de acordo com as leis bdasicas de
Mendel, um marcador molecular ¢ adicionalmente definido como marcador genético.
Portanto, ¢ importante enfatizar de que o simples fato do marcador ser DNA, ndo
implica em que se constitua em um marcador genético, como freqiientemente se supde
(Ferreira e Grattapaglia 1998).

Seqiiéncias simples repetidas (SSR — simple sequence repeats) mais tarde
denominadas também de microssatélites (Litt e Luty 1989), consistem de pequenas
seqiiéncias contendo de um a seis nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem.
Estes sdo marcadores genéticos altamente varidveis que sdo transmitidos co-
dominantemente por heranca mendeliana e, portanto, tem sido escolhidos para estudos
de genética populacional na maioria dos taxa de organismos superiores (Luan et al.
20006, Freitas et al. 2007). Tais caracteristicas, associadas ao grande avango na area das
analises estatisticas especificas para este tipo de marcador, fazem dos microssatélites
uma ferramenta imprescindivel para estudos de genética populacional (Cornuet e

Luikart 1996, Wilson e Balding 1998, Pritchard et al. 2000, Francisco 2005). Além



disso, a analise com locos microssatélites pode revelar estruturagdo populacional em
microescala, ndo explicitada por outros marcadores (Bentzen et al. 1996, Wirth e
Bernatchez 2001, Luvesuto 2006).

Os SSR s3o muito freqiientes e distribuidos ao acaso, permitindo a mais
completa cobertura de qualquer genoma eucarioto. A observacdo, pelo menos em
genomas animais, de que ocorre a conservacdo de sitios de microssatélites entre
espécies relacionadas, torna possivel, em alguns casos, a transferéncia de marcadores
entre espécies ou mesmo géneros usando primers heterdlogos (Moore et al. 1991,
Menotti-Raymond e Obrien 1995, Pepin et al. 1995, Freitas et al. 2006, Francisco et al.
2008).

Em camardes peneideos a validagdo de seqiiéncias microssatélites ndo tem sido
uma tarefa facil. O genoma destes animais parece conter seqiiéncias microssatélites
muito longas o que dificulta sobremaneira a clonagem e seqlienciamento dos
microssatélites com ambas as regides flanqueadoras. Alguns estudos demonstraram que
microssatélites encontrados em peneideos sdo, aproximadamente, duas vezes o tamanho
das seqiiéncias encontradas em outros grupos animais, sendo em alguns casos de quatro
a cinco vezes maiores (Estoup et al. 1993, Brooker et al. 1994, Tassanakajon et al. 1998,
Cruz et al. 2002, Freitas et al. 2007).

O numero de seqiliéncias microssatélites descritas para camardes peneideos, bem
como, seu uso nos mais diversos tipos de estudo tem sido cada vez mais freqiientes.
Atualmente, mais de 300 microssatélites validados e polimdrficos encontram-se
disponiveis para pelo menos 12 espécies destes camardes (Freitas et al. 2007). No
entanto, ndo nos consta existir seqiiéncias microssatélites especificas para

Farfantepenaeus brasiliensis, até o presente momento.
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Os camardes peneideos e sua pesca

A designagdo “camardo” é comumente empregada para o reconhecimento de trés
grupos principais: Caridea e Stenopodidea, incluidos na Subordem Pleocyemata, e
Penacoidea pertencente a Subordem Dendrobranchiata (Fransozo et al. 2002). No
entanto, as espécies alvo da atividade pesqueira comercial encontram-se agrupadas na
Superfamilia Penaeoidea (Stoner 1988, Sanchez e Soto 1993, Nakagaki et al. 1995,
Branco e Verani 1998, Santos e Freitas 2000, Pérez-Castafieda e Defeo 2001). A captura
de camardes ¢ uma das atividades pesqueiras de maior importancia no mundo (Somers
et al. 1987, Chiou et al. 2000), principalmente pelo alto valor de comercializagao
alcancado por sua carne.

Para todos os membros conhecidos desta Superfamilia, a seqiiéncia de
desenvolvimento ¢ similar, apresentando larvas planctonicas com vdrios estagios
(nauplius, protozoea, mysis e poslarva), seguidas por estidgio juvenil e adulto. As
grandes diferencas estdo nos habitats preferidos por larvas, juvenis e adultos, que
podem ser predominantemente estuarinos, costeiros € ocednicos, e ainda demersais ou
pelagicos. Outra diferenca ¢ se os ovos sdo demersais ou pelagicos: ovos pequenos
tendem a ser demersais, enquanto os grandes, com maior espaco perivitelinico, tendem
a permanecer suspensos na coluna de dgua. Desta forma, parecem existir quatro tipos de
ciclos de vida para os camardes Penaeoidea (Dall et al. 1990), sendo estes:

Tipo I — Ciclo inteiramente estuarino, no qual a medida que vao crescendo, os
jovens deslocam-se, progressivamente, as aguas de maior salinidade. Neste caso, todas
as espécies deste tipo necessitam ser extremamente eurihalinas e podem viver em aguas
de salinidade proxima a zero.

Tipo II — Ciclo que ¢ completado da regido oceanica para a estuarina. A postura

ocorre longe da costa, os estagios planctonicos migram para proximo da costa no final
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do desenvolvimento larva e as pods-larvas se estabelecem em seu bergario estuarino
bentonico preferido.

Tipo III — Ciclo que é completado da regido costeira a ocednica. As pos-larvas
preferem salinidades relativamente altas, geralmente em areas protegidas proximas da
costa.

Tipo IV — Ciclo de vida ocorrendo inteiramente longe da costa, na regido
ocednica.

Os Penacoidea representam a maioria das capturas mundiais de camardes com
aproximadamente 700 mil toneladas por ano, e compdem 500 espécies descritas no
mundo, sendo 95 no oceano Atlantico Ocidental ¢ 61 na costa brasileira (D'Incao 1999,
Costa et al. 2000, Castilho 2008)

Mundialmente ocorreu um rapido aumento na produ¢do de camardo como
resultado do exagerado incremento do esforco de pesca quer seja pelo maior nlimero de
barcos engajados nestas pescarias, quer seja pelo aumento do poder de pesca das
embarcacdes. Desta maneira, a maioria dos estoques de peneideos enfrenta taxas de
exploragdo muito intensas ou encontram-se sobreexplotados (Isaac et al. 1992). O
impacto da pesca de camardes tem sido comparado aos ecossistemas continentais
temperados mais intensamente explorados do mundo causando, desse modo, perdas

significantes em biomassa reprodutiva e biodiversidade (Pauly et al. 2002).

De acordo com D'Incao et al. (2002), a partir da avaliagdo da pesca de camardes
nas regioes sudeste e sul do Brasil entre 1965 e 1999, existe uma absoluta necessidade
do aprimoramento do controle estatistico da atividade e, em termos de sustentabilidade
do estoque, do estabelecimento de um periodo especifico de defeso, associado a outras

medidas de ordenamento da pescaria. Segundo Pinheiro (2004), politicas de protecdo e
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uso sustentavel dos estoques de camardo marinho devem ser tomadas ao nivel regional
para que uma maior adequagdo e conseqiiente sustentabilidade sejam obtidas.

Diversos estudos tém avaliado os niveis de diferenciacdo entre as populagdes de
camardes peneideos (Lester 1979, Aubert e Lightner 2000, Supungul et al. 2000,
Espinosa et al. 2001, Ball ¢ Chapman 2003, McMillen-Jackson e Bert 2003, Borrell et
al. 2004, Valles-Jimenez et al. 2005). No entanto, no Brasil ainda sdo poucos os estudos
preocupados em entender como estdo estruturadas as populagoes de camarao (Maggioni

et al. 2003, Gusmao et al. 2005, Voloch e Solé-Cava 2005, Luvesuto 2006, Silva 2007).

Farfantepenaeus brasiliensis

O camardo rosa, Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1817), ¢ uma espécie
amplamente distribuida ao longo do Atlantico Ocidental sendo encontrada desde o Cabo
Hatteras, Carolina do Norte (USA) até a Lagoa dos Patos, Rio Grande Sul (Brasil)
(Fransozo et al. 2002) (Figura O1).

A espécie caracteriza-se por um ciclo de vida classificado por Dall et al (1990)
como sendo tipo II, no qual os adultos reproduzem-se em regides ao largo da costa; as
larvas sdo levadas pelas correntes para o interior dos estudrios, onde se estabelecem e os
individuos se desenvolvem até certa etapa da fase juvenil. A partir dai os juvenis
migram para as regioes costeiras e permanecem até fazerem parte do estoque reprodutor

e assim completarem o ciclo de vida (Dall et al. 1990).
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E brasiliensis

Figura 01- Distribuicdo geografica do camardo rosa Farfantepenaeus brasiliensis
(modificado de D'Incao (1995) e exemplar da espécie obtido de Costa et al. (2003)).

Na costa brasileira Farfantepenaeus brasiliensis, juntamente com outras trés
espécies de peneideos, ¢ um dos principais alvos da industria camaroneira, sendo
pescado em toda a extensdo de sua distribuicdo (Costa et al. 2004). Como resultado
desta grande pressao de pesca tanto F. brasiliensis como as outras espécies de camarao
de interesse comercial que ocorrem na costa brasileira encontram-se classificadas pelo
orgdo governamental responsavel pelo setor pesqueiro nacional como sobreexplotadas

(Ministério do Meio Ambiente 2004)



14

Objetivos

Devido a esta espécie apresentar certa dependéncia de regides estuarinas para
completar seu ciclo de vida ¢ possivel que os individuos estejam estruturados em
populagdes que possuam uma intima relagdo com areas estuarinas especificas. Desta
forma este estudo visa responder as seguintes questoes:

Como estdo estruturadas as populagdes de camardo rosa Farfantepenaeus
brasiliensis da costa do Estado do Rio Grande do Norte?

Esta estruturacdo poderia ser evidenciada por andlises de caracteres

morfologicos? e por meio de marcadores moleculares?

Objetivo geral

Nesse contexto, este trabalho visa avaliar como estdo estruturadas as populacdes
do camardo Farfantepenaeus brasiliensis a partir de amostras obtidas em trés
localidades da costa do Rio Grande do Norte (Brasil) para, dessa forma, disponibilizar

informagdes que possibilitem um manejo mais racional deste recurso.

Objetivos especificos
e [solar e caracterizar locos de microssatélites para a espécie em estudo;
e Avaliar a estrutura populacional dos camardes amostrados por meio de analises
morfométricas;
e Avaliar a estrutura populacional dos camardes amostrados por meio da técnica

de microssatélites.
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Material e Métodos

Obtencao dos espécimens

Os espécimens de Farfantepenaeus brasiliensis utilizados no presente estudo
foram provenientes de coletas realizadas em junho de 2004 em trés localidades do
Estado do Rio Grande do Norte (Brasil) (Diogo Lopes 5°11°56” S e 35°25°2” O; Touros
5°11°56” S e 35°25°2” O; Baia Formosa 6°22°10” S e 35°00°28” O) (Figura 02). Os
camardes foram obtidos junto aos pescadores locais. Nas localidades Diogo Lopes
(distrito de Macau) e Touros a arte de pesca utilizada foi rede de arrastdo de praia
(Figura 03), sendo amostrados 32 e 51 individuos, respectivamente. Enquanto que em
Baia Formosa a arte utilizada foi rede de porta (Figura 04) sendo amostrados 54
individuos. A menor e a maior distincia entre as localidades sdo de 120 e 260 km,

respectivamente.

Obtenc¢ao dos dados biométricos

Apds a coleta os camardes foram identificados, sexados e mensurados quanto ao
seu comprimento total (Ct) (extremidade posterior da cavidade orbital até a extremidade
posterior do télson), comprimento do cefalotérax (Cc) (extremidade posterior da
cavidade orbital até a extremidade posterior do cefalotorax), comprimento abdominal
(Ca) (extremidade anterior da primeira pleura abdominal a extremidade posterior do

télson) e peso (peso individual imido) (Figura 05).
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Distancia linear aproximada
entre localidades

Baia Formosa — Touros = 140
Km

Diogo Lopes — Touros = 120
Km

Baia Formosa — Diogo Lopes =
260 Km

Google*

Figura 02 — Locais de coleta de Farfantepenaeus brasiliensis na costa do estado do Rio

Grande do Norte.



Figura 04 — Imagem ilustrando a coleta de camardes com o uso de embarcagao provida

com rede de porta.
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Cavidade Orbital

Figura 05 — Desenho esquematico de um camardo peneideo em vista lateral ilustrando

as medidas realizadas no presente estudo. (obtido de Luvesuto, 2006).

Obtencao dos tecidos
De cada espécimen coletado foram retirados e fixados em etanol P. A. de dois a

quatro pares de pledpodos para os procedimentos moleculares.

Extracao de DNA
Para a extracdo de DNA foi utilizada a metodologia de tampao salino (Aljanabi e
Martinez 1997) e a sua quantificagdo realizada em gel de agarose 1% com o auxilio de

Low Mass Ladder (Invitrogen).

Isolamento de locos de microssatélite
Para o isolamento de locos de microssatélite para a espécie em estudo foi
utilizado o método baseado no enriquecimento com sondas biotiniladas e captura por

meio de beads magnéticos (Hamilton et al. 1999), seguindo algumas modificagdes.
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Apos a digestdo de uma amostra de DNA com as enzimas de restricdo: Rsal e
BstUI (GE Healthcare) os fragmentos de 200 a 800 pb foram eluidos do gel de agarose,
purificados com Wizard SV Gel and Polymerase Chain Reaction (PCR) Clean-Up
System kit (Promega) e ligados a adaptadores (Hamilton et al., 1999). Estes produtos
foram enriquecidos utilizando-se cinco seqiiéncias tetranucletideos repetidas quatro
vezes ¢ biotinoladas, as quais foram hibridizadas ao DNA digerido e recuperadas
utilizando-se beads magnéticos ricos em Streptavidina (Streptavidin Magnesphere
Paramagnetic Particles, Promega). Os fragmentos recuperados foram clonados através
do kit pGEM-T Easy (Promega), e os clones contendo insertos foram enviados para o
Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de Sdo Paulo para serem

seqiienciados em seqilienciador automatico (MegaBace 1000).

Desenho dos primers
As seqiiéncias obtidas foram submetidas ao programa CID (Freitas et al. 2008)
que tem por finalidade extrair os vetores, encontrar as seqiiéncias que contém

microssatélites e desenhar os primers nas regides flanqueadoras dos mesmos.

Validacao dos primers

Determinacdo da temperatura étima de anelamento

Inicialmente, para a verificacdo da temperatura 6tima de anelamento as reagdes
de PCR foram realizadas em um termociclador de gradiente Mastercycler (Eppendorf).
As condigdes utilizadas na PCR foram uma desnaturacdo inicial a 95°C (5 minutos), 30
ciclos a 94° C (30 segundos), 48-60°C (45 segundos) e 72°C (45 segundos).

O protocolo desenvolvido por Schuelke (2000) foi utilizado em todas as reagdes
com as finalidades de se reduzir os custos e de se economizar tempo. Este protocolo

consiste em se adicionar na posi¢ao 5’-3’, uma cauda universal de 18 bases (TGT AAA
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ACG ACG GCC AGT) em um dos primers especifico (foward ou reverse), dependo de
uma andlise prévia de hairpin realizada no site da Integrated DNA Technologies
(www.idtdna.com). Complementar a essa cauda e marcada com fluorescéncia, ¢
adicionada a reacdo um primer universal M13 (ACA TTT TGC TGC CGG TCA),
incorporada ao produto de PCR nos ciclos subseqiientes da reagdo. A incorporagao do
primer M13 a cauda é que permite que o fragmento amplificado seja detectado pelo
sistema de laser do seqiienciador automatico.

Este método torna-se mais econOmico porque permite que um Unico primer
universal seja marcado com fluorescéncia. Existe também a possibilidade de analise
simultinea de diferentes locos. Para tanto, basta solicitar a constru¢do de primers
universais M13 cada uma marcado com uma fluorescéncia especifica (e.g. FAM, HEX,
TET) (Figura 06).

Na mesma PCR realizada para a amplificacdo do fragmento de interesse, ciclos
adicionais para que a cauda M13 fosse também amplificada se seguiram, sendo estes, 10
ciclos, a 94°C (30 segundos), 53°C (45 segundos), 72°C (45 segundos), com uma
extensdo final a 72°C por 10 minutos (Schuelke 2000).

Os produtos das reagdes foram verificados em eletroforese horizontal em gel de
agarose 1% e visualizados em transluminador de luz ultravioleta. Quando necessario
esses géis foram fotografados por sistema de captura de imagem e registrados pelo

programa KODAK 1D 3.5 (Figura 07).

Padronizacdo das reacoes
Definida a temperatura de anelamento otima de cada par de primer, suas
amplificacdes foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ-Research). Com a

finalidade de se padronizar as PCRs foram testadas concentragcdes de DNA (5, 10, 25 e
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50 ng/ul) e cloreto de magnésio (0,75 a 3 mM) nas temperaturas de anelamento 6timas

determinadas anteriormente para cada par de primer (Figura 08).

h—b Sequénecia foward adicionada de uma "eanda" de 18pb na posigio &

*—m Sequidiinia teverse

EAM;

\m—ﬁ Pritrer undwersal M13 rmarcado corn o fluoedforo FAM

Fragmento

[ ona Pz CACA (CA) ... CACARSSSS Terphat= CHA ———2
+—REEH

s —NNNEZZZ72 CACA. ... (CA),.... CACA SN
L

_F-'.-.M
Figura 06 — Esquema ilustrando o funcionamento do protocolo desenvolvido por
Schuelke (2000) para amplificacdo de um fragmento de interesse juntamente com a

cauda M13 marcada com fluorescéncia. Modificado de Schuelke (2000).
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Figura 07 — Foto de um gel de agarose 1% ilustrando o resultado de uma PCR em
termociclador de gradiente. Cada coluna representa uma temperatura testada. Ladder

1Kb plus.

ng/ul- -1 0ng/Aul . 25ng/ul. 50ng/ul R 7'.-““;.751\,19(71 =D OMgCl
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o ),

=]
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Figura 08 — Figura ilustrando as padroniza¢des das PCRs. Fotos de géis de agarose 1%.

Teste de concentragdes de DNA (A) e de Cloreto de Magnésio (B). Ladder 1Kb plus.

Analise dos dados

Andlises morfométricas

Para se avaliar a existéncia de diferengas nas medidas obtidas foi realizada uma
ANOVA ONE-WAY testando locais para sexo grupados e separados. Foi assumida
normalidade dos dados baseado no Teorema do Limite Central (Zar 1999). O teste de
Levene foi realizado para se avaliar a homocedasticidade dos dados (Zar 1999). Para
machos, a transformacdo dos dados pelo método de Burnaby (Burnaby 1966) foi
necessaria para se atingir homocedasticidade. Para fémeas, também foi realizada a
transformagdo dos dados pelo método de Burnaby, no entanto, a homocedasticidade nao
foi atingida em todas as varidveis.

Também foram realizadas andlises discriminantes com a finalidade de se
evidenciar diferengas entre os locais para sexos grupados e separados. No entanto, a
maior parte da variabilidade em um conjunto de caracteres multivariados ¢ relativa ao

tamanho (Junquera e Perez-Gandaras 1993). Dessa forma, as analises da forma dos
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individuos devem ser realizadas livres do efeito do tamanho a fim de prevenir erros de
interpretacdo dos resultados (Strauss 1985). A morfometria tradicional faz uso de
diferentes procedimentos para tentar isolar a forma da variagdo do tamanho (e.g.:
razdes, regressoes, métodos alométricos, analises de componentes) (Parsons et al. 2003,
Tzeng 2004). Dentre os diversos métodos utilizados para se remover a efeito do
tamanho o método descrito por Burnaby (Burnaby 1966) tem provado ser bastante
eficaz na remoc¢ao da influéncia do tamanho em variaveis meristicas (Duarte et al. 1998,
Cadrin 2000, Parsons et al. 2003, Chang e Hsu 2004, Turan et al. 20006).

O método de Burnaby (Burnaby 1966) foi utilizado para remover a influéncia do
tamanho nos resultados. Os resultados das analises das fungdes discriminantes foram
usados para assinalar os individuos dentro das amostras. O sucesso na taxa de
classificagdo foi obtido através da percentagem de individuos assinalados pertencendo a
amostra original. A importancia relativa dos caracteres meristicos na discriminagdo das
populacdes foi obtida por meio da estatistica F-to-enter = 1,00. A colinearidade entre as
amostras utilizadas na fun¢do discriminante foi avaliada por meio da estatistica de
tolerancia que pode variar de zero a um, sendo pequenos valores indicativos de que a
variavel ¢ altamente correlata com uma ou mais das outras variaveis. A tolerancia
utilizada no presente estudo foi T = 0,010 (Wilkinson et al. 1996). Para esta analise
foram utilizadas as variaveis Ct, Cc e Ca.

Adicionalmente, foram realizadas analises de discriminantes canOnicos para
sexos grupados e separados com o intuito de se verificar se a variagdo observada pode
ser atribuida aos locais de origem dos animais por meio de um teste de Qui-quadrado,
bem como, representar graficamente as relacdes entre as varidveis canonicas criadas

espacialmente para cada local.
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Todas as analises foram realizadas no programa Statistica 7.0 (StatSoft 2004)

sendo considerado um nivel de significancia a = 0,05.

Analises Moleculares

Para as analises moleculares cerca de 30 exemplares provenientes de cada uma
das trés localidades (BF, TO e DL) foram genotipados para o total de locos
microssatélites polimorficos prospectados e validados no presente estudo.

Foram calculados o niimero de alelos e sua freqiiéncia, e as heterozigosidades
observadas e esperadas no programa GENEPOP 3.4 (Raymond e Rousset 1995) com a
finalidade de se avaliar a variabilidade genética dos camardes amostrados em cada uma
das localidades. O equilibrio de Hady-Weinberg (HW), avaliado por meio de um teste
analogo ao exato de Fisher (Guo e Thompson 1992), sendo a significancia de “p”
calculada pelo método da cadeia de Markov-Monte Carlo, e a presenga de desequilibrio
de ligagdo, também foram calculados no programa GENEPOP 3.4.

Para comparar os valores de heterozigosidades, numeros de alelos e riqueza
alélica entre locais para sexos grupados e para fémeas Anélises de Varidncia (ANOVA)
foram realizadas.

As estimativas de riqueza alélica (Petit et al. 1998), do coeficiente de
endocruzamento (Fis) (Weir e Cockerham 1984) e do indice de fixacdo (Fsr) foram
calculadas no programa FSTAT. Tal programa se baseia no modelo de alelos infinitos
(Infinite Alleles Mutation) para seus célculos. Nesse modelo cada mutagdo sempre cria
um novo alelo a uma determinada taxa de mutacdo p e conseqiientemente ndo admite
homoplasia. A significancia dos valores encontrados foi avaliada por meio das

randomizag¢des implementadas no proprio programa. Para o calculo de Fsr ndo foi

assumido o equilibrio de HW.
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Para se verificar a ocorréncia de isolamento por distdncia foi observada a
existéncia de correlagdo entre os valores de Fsr (distdncia genética) encontrados para
cada par de locais e as distancias geograficas entre estes. Para isto foi utilizado o teste
de Mantel no programa GENEPOP.

Para se calcular a probabilidade de cada individuo pertencer aos seus locais de
origem (coleta) foi adota o método que assume a possibilidade de ancestralidade
multipla incorporada no programa GENECLASS. Tal método permite casos nos quais
os individuos possuam ancestrais fora do local onde foram capturados. Os métodos
frequentista (Paetkau et al. 1995) e bayesiano (Rannala ¢ Mountain 1997) foram
testados para se detectar quais individuos seriam migrantes. Adicionalmente, foi
avaliada a probabilidade dos individuos serem excluidos das populagdes (locais) onde
foram amostrados.

Em todas as andlises multiplas efetuadas foi considerada a corre¢do seqiiencial

de Bonferroni (Rice 1989).
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Resultados

Prospeccao de locos microssatélites

Foram seqiienciados 96 clones que possivelmente continham seqiiéncias
microssatélites a partir da biblioteca enriquecida criada. Destes, 47 continham
microssatélites e para 24 foi possivel o desenho de primers. Foram construidos primers
para dez seqiiéncias, sendo que destes, somente cinco se mostraram polimorficos e com
padrdo de amplificacdo claro.

As seqliéncias dos primers, o numero de acesso no GeneBank, a temperatura
o0tima de anelamento (Ta), a unidade repetitiva ou motif, o numero de alelos, os
tamanhos maximo e minimo dos alelos, e as heterozigosidades observada e esperada
encontrados estdo descritos na Tabela I. Nao foi observado desequilibrio de ligagdo

entre os locos.
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Tabela I — Caracteristicas dos 5 pares de primers desenvolvidos para Farfantepenaeus brasiliensis. Resultados obtidos a partir de 27

individuos provenientes da localidade de Baia Formosa.

Numero de Locos Primers Motif ;l“a MgCl, # de alelos Heterozigosidade Heterozigosidade
acesso O (mM) esperada observada
EUS59711  Fbraol L+ ACGCACACAGAGCACATAC (CA)I0 57 2.5 178-198 0,849 0,654

R: CTTGTCTTGGAAACGTCCTA
F: ACTTTGTAATACGGAGTGCG
EU559712 Fbra02 b o r CATATTGOGAAACGAAGG  (GTCDS.(CD6 55 1,5 208-244 0,794 0,693
F: ACACACACGCACACACTTAT i
EU559713 Fora03 o A GOCTCTTTGTGGTTIGTT (AC)7 60 1,5 108-150 0,571 0,308
F: CTTGTTTATGGTGGGATGAG
R: CACAGACAGAGATTTATGCG
F: TTCACATTACCCTTCTCTCG

R: AAGAGAGGGGAGACAGAGAG

EU559714 Fbra 04 (TGTC)5..(TO)11 55 1,5 171-313 0,871 0,087*

EU559715 Fbra 05 (TC)6...(CT)9 60 1,5 261-377 0,894 0,5%

T, Temperatura de anelamento;
*p < 0,05 desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Analises populacionais

Morfometria

Foi coletado um total de 137 camardes Farfantepenaeus brasiliensis ao longo do
periodo de estudo. Os valores de média, mediana, maximo, minimo, desvio padrao, erro
padrao, bem como o numero de individuos amostrados em cada local de coleta para as
variaveis: comprimento total (Ct), comprimento do cefalotérax (Cc), comprimento do
abdomem (Ca) e peso total imido encontram-se listados na Tabela II.

Nesta tabela pdde-se notar que as fémeas foram sempre maiores € em maior
numero que os machos em todas as localidades amostradas. Também foi possivel
observar que os animais provenientes de Touros (TO) se mostraram maiores sendo
seguidos pelos animais de Baia Formosa (BF) e Diogo Lopes (DL). Adicionalmente, foi
observado que a varidvel Cc foi aquela que apresentou os menores erros € desvio
padrdes (Tabela II).

Os resultados obtidos pela andlise de varidncia para sexos grupados
evidenciaram a existéncia de diferengas entre as variaveis Ct, Cc, Ca ¢ Peso em todas as
comparacoes (p < 0,00; F = 25,548). No entanto, quando separados os sexos, a analise
de variancia para machos nao foi capaz de encontrar diferencgas entre os locais para as
variaveis analisadas (p = 0,21; F = 1,4), excecao feita a variavel Ca que apresentou um
valor marginal para “p”. J4 para fémeas foram encontradas diferencas significativas (p =
0,00; F = 10,6) entre pelo menos um par de locais para todas as variaveis analisadas,
excecgdo feita a varidvel peso que nao apresentou diferencas significativas entre nenhum

dos locais analisados (Tabela II1).
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Tabela II — Tabela contendo o niumero de individuos (n) coletados em Baia Formosa
(BF), Touros (TO) e Diogo Lopes (DL) para sexos grupados e separados, bem como os
valores de média, mediana, minimo, maximo, desvio padrdo e erro padrio para as
variaveis Comprimento total, Comprimento do cefalotérax, Comprimento do abdéomen e

Peso total umido.

Var. Parimetros Machos Fémeas Total
BF TO DL BF TO DL BF TO DL
“n” 20 9 11 34 42 21 54 51 32
Média 92,9 95,0 81,2 108,7 118,0 81,3 102,8 1144 81,2
= Mediana 92,8 94,5 84,8 113,8 1190 80,0 99,8 1159 80,2
g g Minimo 82,4 89,0 55,8 79,7 100,2 56,7 79,7 89,0 55,8
3 Maximo 99,7 101,4 101,5 | 133,0 138,2 134,3 133,0 138,2 134,3
Desvio padrao 4,0 4,9 15,0 13,8 9,3 19,2 13,5 12,5 17,6
Erro padrao 0,9 1,6 4.5 2.4 1,4 4.2 1,8 1,8 3,1
Média 24,2 245 20,5 29,2 31,9 21,2 274 30,6 21,0
é Mediana 24,1 24,4 22,2 30,6 32,0 20,7 26,6 30,6 20,9
é e Minimo 20,9 227 13,9 20,5 26,7 14,6 20,5 22,7 13,9
8 £ Maiximo 26,8 26,1 26,8 34,7 37,6 37,9 34,7 37,6 37,9
§ Desvio padrao 1,5 1,2 43 4,0 2,7 5,7 4,1 3,8 5,2
“ Erro padrao 03 0,4 1,3 0,7 0,4 1,2 0,6 0,5 0,9
Média 66,7 69,4 58,7 75,4 85,0 58,5 72,2 82,2 58,6
5 Mediana 65,9 69,1 62,5 77,6 85,0 57,6 71,0 83,5 57,6
% e Minimo 59,5 64,2 39,6 55,4 71,8 41,9 55,4 64,2 39,6
: £ Maximo 72,0 74,7 74,4 88,0 99,2 94,0 88,0 99,2 94,0
§ Desvio padrao 3,3 34 10,9 9,0 6,1 13,1 8,5 8,2 12,2
Erro padrao 0,7 1,1 33 1,5 0,9 2,9 1,2 1,2 2,2
Média 10,1 10,5 7,0 17,5 23,1 82 14,8 20,8 7,8
Mediana 10,1 10,7 7,7 18,7 22,5 6,6 12,7 21,2 6,7
o - Minimo 6,7 8,1 2,0 6,3 13,0 2,6 6,3 8,1 2,0
é 2 Maximo 12,4 12,6 14,1 29,3 35,8 32,1 29,3 35,8 32,1
Desvio padrao 1,4 1,5 4,0 6,1 5,5 7,2 6,1 7,0 6,2
Erro padrao 0,3 0,5 1,2 1,0 0,9 1,6 0,8 1,0 1,1
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Tabela III — Resultados da andlise de varidncia (ANOVA ONE-WAY) entre as
mensuragdes do comprimento total (Ct), cefalotorax (Cc), abdomen (Ca) e pesos dos
camardes Farfantepenaeus brasiliensis provenientes das localidades de Baia Formosa

(BF), Touros (TO) e Diogo Lopes (DL).

Variavel Localidades Valor de "p”
Machos Fémeas Total
BF x TO 0,89 0,36 0,00*
Ct BF x DL 0,51 0,02*  0,00%*
TO x DL 0,86 0,21  0,00*
BF x TO 0,90 0,04*  0,00*
Cce BF x DL 0,98 0,16  0,00*
TO x DL 0,97 0,97  0,00*
BF x TO 0,05 0,00*  0,00%*
Ca BF x DL 0,31 0,18  0,00*
TOx DL 0,61 0,00*  0,00%*
BF x TO 0,74 0,97  0,00*
Peso BF x DL 0,66 0,22 0,00*

TO x DL 1,00 0,14  0,00*

*p < 0,05

A andlise discriminante realizada para sexos grupados permitiu a identificacao
de diferencas entre os camardes provenientes das localidades de estudo (p < 0,00; Fg 63 =
6,19). Os camardes provenientes de Baia Formosa puderam ser significativamente
diferenciados daqueles de Touros (p < 0,00; F = 12,96) e de Diogo Lopes (p = 0,02; F =
3,30). No entanto, os animais coletados em Touros nao puderam ser diferenciados
daqueles coletados em Diogo Lopes (p = 0,12; F = 1,97). As fungdes de classificagao
criadas pela andlise encontram-se listadas na Tabela IV. Os resultados da classificagao

dos individuos por meio das fungdes criadas possibilitaram um percentual de acerto das
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classificagdes de aproximadamente 78% em Baia Formosa e 85% em Touros (Tabela
V).

Tabela IV — Fungdes de classificagdes obtidas a partir das analises discriminantes com
sexos grupados para Farfantepenaeus brasiliensis amostrados em Baia Formosa (BF),

Touros (TO), Diogo Lopes (DL).

BF TO DL
Ct
204806 291976 2929.25
Ce 81725 80552 808,14
Ca 203068 299327 296802
Constante

-9289,13 -9333,90 -9296,73

Tabela V — Resultados das classificacdes feitas com bases nas fungdes criadas para
sexos grupados para Farfantepenaeus brasiliensis amostrados em Baia Formosa (BF),
Touros (TO) e Diogo Lopes (DL). Linhas representam classificacdes observadas e

colunas classificagdes preditas.

% de acerto BF TO DL total

BF 77,78 42 12 0 54
TO 84,31 8 43 0 51
DL 0,00 14 18 0 32
total

62,04 64 73 0 137

A andlise de discriminantes candnicos para sexos grupados possibilitou a
visualiza¢ao grafica das diferencas observadas entre os grupos (locais de coleta) por
meio da relagdo entre o par de variaveis criadas a partir das mensuracoes realizadas.

Nota-se que TO apresentou-se como o grupo mais coeso seguido por BF e DL. Embora
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seja observada uma sobreposicdo consideravel entre grupos o teste do Qui-quadrado
realizado com intuito de determinar se a variagdo encontrada pode ser explicada pela

variavel local de coleta se mostrou significativo (Figura 09).

(Chi-square = 3501, p < 0,00)
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Figura 09 — Visualizagdo grafica da relagdo entre as duas varidveis criadas a partir da
analise de discriminantes canonicos entre os locais de coleta de Farfantepenaeus
brasiliensis para sexos grupados.

O resultado da analise discriminante para machos nao evidenciou diferengas
entre os grupos (locais de coleta) avaliados (p = 0,21; Fg70 = 1,44). As comparacgdes
entre Baia Formosa e Touros (p = 0,07; F = 2,57), Baia Formosa e Diogo Lopes (p =
0,41; F = 0,98) e, Touros e Diogo Lopes (p = 0,54; F = 0,73) ndo se mostraram
significativas. As fungdes de classificacdo e os resultados da matriz de classificacdo
refletiram a incapacidade da analise em detectar diferencas entre os locais de coleta,
apresentando percentuais de acerto muito baixos. Por este motivo tanto as fungdes com

o resultado das classificagcdes ndo foram aqui apresentados.
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A andlise de discriminantes candnicos para machos mostra que embora o grupo
TO, a exemplo do observado para sexos grupados, se apresente como 0 mais coeso, a
variagdo observada nos dados nao pode ser atribuida aos diferentes locais de coleta dos

camaroes (Figura 10).

(Chi-square = 8,38, p=0.,21)
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Figura 10 - Visualizagdo grafica da relagdo entre as duas variaveis criadas a partir da
analise de discriminantes candnicos entre os locais de coleta de Farfantepenaeus
brasiliensis para machos.

Para fémeas, o resultado da andlise discriminante aponta para existéncia de
diferencas significativas entre os locais de coleta, a exemplo do observado para sexos
grupados (p = < 0,00; Fg 13 = 10,55). Todas as comparagdes entre localidades: Baia
Formosa x Touros (p = 0,00; F = 21,37), Baia Formosa x Diogo Lopes (p = 0,00; F =
6,88) e Touros e Diogo Lopes (p = 0,01; F = 4,20) apresentaram niveis de diferenca
significativos. As fung¢des de classificagdo criadas pela analise encontram-se listadas na
Tabela VI. Os resultados da classificagdo dos individuos por meio das fungdes criadas
possibilitaram um percentual de acerto das classificacdes de aproximadamente 71% em

Baia Formosa, 98% em Touros e 15% em Diogo Lopes (Tabela VII).
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Tabela VI — Fungdes de classificagdes obtidas a partir das analises discriminantes com
fémeas para Farfantepenaeus brasiliensis amostrados em Baia Formosa (BF), Touros

(TO), Diogo Lopes (DL).

BF TO DL

Ct 5103,0 50495 50461

Ce 11577 11397 11441

Ca 45864 46846 46382
Constante

-15153,4 -15234,9 -15102,0

Tabela V II- Resultados das classificagdes feitas com bases nas fungdes criadas para
fémeas de Farfantepenaeus brasiliensis amostrados em Baia Formosa (BF), Touros
(TO) e Diogo Lopes (DL). Linhas representam classificacdes observadas e colunas

classificagoes preditas.

% de acerto BF TO DL Total

L 24 9 1 34
TO 9762 1 41 0 42
DL 1429 7 11 3 21
total 7549 32 61 4 97

Em fémeas, a analise de discriminantes candnicos também apresentou grupos
com sobreposi¢ao, no entanto, a variagdo encontrada nos dados pode ser atribuida com

significancia aos locais onde os animais foram coletados (Figura 11).
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Figura 11 - Visualizagdo gréafica da relacdo entre as duas variaveis criadas a partir da

analise de discriminantes canonicos entre os locais de coleta de Farfantepenaeus

brasiliensis para fémeas.
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Andlises moleculares

Um total de 87 individuos foi analisado nas trés localidades, Baia Formosa (31),
Touros (30) e Diogo Lopes (27). Nenhum dos pares de locos analisados demonstrou
estar em desequilibrio de ligagdo (Tabela VIII), indicando que ndo s3o ligados, e
conseqiientemente sdo independentes. O baixo nimero de machos amostrados

impossibilitou quaisquer analises para este sexo (BF = 15; TO =1; DL =9).

Tabela VIII — Resultados para desequilibrio de ligagdo entre pares de locos analisados
com seus respectivos valores de Qui-Quadrado (X?) graus de liberdades (Gl) e

probabilidade de estarem ligados (p).

€6 9

Pares de comparagao X* Gl p
Fbra01 x Fbra02 3,816 | 6 | 0,702
FbraOl x Fbra03 2,088 | 6 | 0,911
Fbra0l x Fbra04 7,621 | 6 | 0,267
Fbra01 x Fbra05 10,620 | 6 | 0,101
Fbra02 x Fbra03 9,936 | 6 | 0,127
Fbra02 x Fbra04 6,155 | 6 | 0,406
Fbra02 x Fbra05 2,570 | 6 | 0,860
Fbra03 x Fbra04 3,458 | 6 | 0,750
Fbra03 x Fbra05 1,577 | 6 | 0,954
Fbra04 x Fbra05 0,000 | 6 | 1,000

Foi obtido um total de 19 alelos no loco Fbra0Ol, 21 alelos em Fbra02, 15 alelos
em Fbra03, 39 alelos em Fbra04, e 27 alelos em Fbra05. Para sexos grupados todos os
locos em todos os locais amostrados apresentaram-se fora do equilibrio de Hardy-
Weinberg. No entanto, quando apenas fémeas foram consideradas os locos Fbra02 e

Fbra03 em Baia Formosa, Fbra0l e Fbra02 em Touros se mostraram em equilibrio de



37

HW. As heterozigosidades observadas para sexos grupados variaram de 0,226 no loco
Fbra04 em BF a 0,7 no loco FbraOl em TO. As riquezas alélicas variaram entre 6,941
no locoFbra03 em BF e 23,122 no loco Fbra04 em TO. Para fémeas os mesmos padroes
de variacdo foram observados tanto para heterozigosidades observadas como para
riqueza alélica. A presenca de alelos exclusivos foi obervada em todos os locos para
praticamente todas as populagdes. As Unicas exce¢des foram aos locos Fbra02 ¢ 03 em
BF onde ndo onservou-se a presenga de alelos exclusivos. A populagdo DL (N, = 5) foi
a que apresentou maior numero médio de alelos exclusivos, sequida por TO (N, = 3,4)
e BF (N, = 2,8) (Tabela IX). As freqiiéncias de ocorréncia de cada alelo de todos os
locos e populagdes encontram-se em Anexo.

Apesar das variacdes observadas, ndo foram notadas diferencas siginificativas
(p>0,05) entre locais para os valores de heterozigosidades observadas,
heterozigosidades esperadas, riquezas alélicas e nimero de alelos nas Andlises de
variancias realizadas (Tabela 1X).

Observando-se os valores de Fis, bem como, as probabilidades deste valor ser
maior “Pyeer’” (déficit de heterozigotos) e menor “Psmaier” (excesso de heterozigotos) do
que aqueles obtidos pelas randomizagdes efetuadas, nota-se que de uma forma geral
existem um déficit de heterozigotos em todos os locais tanto juntando os sexos como
para fémeas (Tabela X).

Por outro lado detalhando a informacao por loco, pode-se observar que Fbra(02
para fémeas ndo foi observado déficit ou excesso de heterozigotos em Baia Formosa.
Adicionalmente, para este mesmo loco os valores de Piyreer S mostraram significativos
em Baia Formosa para sexos grupados e em Touros para fémeas. Também em Touros
os locos Fbra0Ol, tanto para sexos grupados como para fémeas, € o Fbra03 com os sexos

grupados (Tabela X).
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Os resultados obtidos pelo indice de fixacao (Fsr) s@o normalmente utilizados
para se inferir sobre estruturagdo populacional. Considerando sexos grupados os
resultados de Fgr obtidos se mostraram baixos ndo podendo ser considerados
significativos. Quando consideradas apenas fémeas os valores de Fst se mostraram um
pouco maiores entre Baia Formosa e Touros, ¢ Baia Formosa ¢ Diogo Lopes, no
entanto, nenhuma das comparagdes pode ser considerada significativa (Tabela XI). Nao
foi encontrada correlagdo significativa entre os valores observados de Fsr e os
logaritmos naturais das distancias geograficas lineares entre os pares de populacdes
tanto para sexos grupados (teste de Mantel; p = 0,174) como para fémeas (teste de
Mantel; p = 0,164).

Tabela IX — Numero de individuos de Farfantepenaeus brasiliensis analisados (N),
heterozigosidades observada (H,) e esperada (H.), numero de alelos (N,) e riqueza

alélica (R,) para cada loco em cada local de coleta para sexos grupados e fémeas.

Locos BF TO DL
fémeas grupados fémeas grupados fémeas Grupados
N 16 31 29 30 18 27
_ H, 0,562* 0,613* 0,690 0,7* 0,611* 0,629*
< He 0,873 0,865 0,821 0,818 0,9 0,893
S N 12 16 11 11 13 13
R, 12,000 14,951 9,395 10,774 12,406 13,000
Nap 6 1 2
~ H, 0,625 0,645* 0,655 0,633* 0,5% 0,518*
< He 0,784 0,806 0,830 0,838 0,827 0,852
£ No 7 10 13 13 11 15
R, 7,000 9,583 9,464 12,291 10,517 15,000
Nap 0 6 4
- H, 0375 0,355*% 0,414* 0,4% 0,444* 0,555*
< He 0,653 0,586 0,577 0,563 0,759 0,787
£ N. 6 7 8 8 11 13
R, 6,000 6,941 6,655 7,783 10,323 13,000
Nap 0 1 7
< H, 0,25*% 0,226* 0,517* 0,533* 0,5% 0,407*
< He 0,885 0,884 0,946 0,947 0,951 0,936
—E N, 12 18 24 24 18 20
R, 12,000 17,121 18,084 23,122 17,145 20,000
Nap 5 8 8
© = ® < H, 0437* 0,516* 0,448* 0,433* 0,444* 0,555%*
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He 0929 0925 0890 0895 0949 0941
N, 14 20 19 19 15 18
R, 14,000 19,034 14314 18339 14,700 18,000
Nap 3 1 4

_ H, 0450 0471 0545 0540 0500 0,533

= H. 0825 081 0813 0812 0877 0,882

S N, 102 14,2 15,0 15,0 13,6 15,8
R, 10,200 13,526 11,582 14,462 13,018 15,800
Nap 2,8 34 5

* valor significativo com a corregdo seqiiencial de Bonferroni.

Tabela X — Coeficiente de endocruzamento (Fis), probabilidade de déficit de

heterozigotos (Prarger) € de excesso de heterozigotos (Pgmaier) €m cada local de coleta

para cada loco analisado e para todos os locos em cada local. Farfantepenaeus

brasiliensis.
Locos BF TO DL
fémeas grupados fémeas grupados fémeas grupados
Fbra0l F;s 0,363 0,294 0,162 0,146 0,327 0,299
P. 0,003*  0,003* 0,043 0,043  0,003* 0,003*
Ps 1,000 1,000 0,993 0,983 1,000 1,000
Fbra02 Fis 0,209 0,203 0,214 0,185 0,402 0,396
P 0,08 0,010 0,017  0,003* 0,003* 0,003*
Ps 0,999 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000
Fbra03 Fis 0,434 0,409 0,289 0,310 0,421 0,275
P. 0,007* 0,003* 0,007 0,017 0,003* 0,007*
Ps 1,000 1,000 1,000 0,997 1,000 1,000
Fbra04 F;s 0,724 0,748 0,458 0,399 0,481 0,428
P. 0,003* 0,003* 0,003* 0,003* 0,003* 0,003*
Ps 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Fbra05 Fis 0,535 0,446 0,501 0,360 0,539 0,368
P. 0,003* 0,003* 0,003* 0,003* 0,003* 0,003*
Ps 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Todos Fis 0,462 0,427 0,334 0,339 0,437 0,400
P.  0,003* 0,003* 0,003 0,003 0,003* 0,003"
Ps 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
a=p<0,05;
* valor significativo com a corregdo seqiiencial de Bonferroni.
Tabela XI — Valores de Fst obtidos para as comparacdes entre Farfantepenaeus

brasiliensis coletados em Baia Formosa (BF), Touros (TO) e Diogo

suas respectivas probabilidades (p).

Lopes (DL) com

Comparagdo Fémeas grupados

entre locais Fqr “p” Fgr “p”
BF x TO 0.0133 0,300 0.0110 0.483
BF x DL 0.0233 0,033 0.0158 0,033
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TO x DL 0.0027 0,266 0.0064 0.500
* valor significativo com a corregdo seqiiencial de Bonferroni.

A detec¢do de migrantes implementada no programa GENECLASS possibilitou
a determinacdo de 22 animais que ndo puderam ser atribuidos ao seu local de coleta
pelo método frequentista para sexos grupados. Deste total sete animais ndo puderam ser
excluidos de apenas um ou nenhum local, oito foram excluidos de todos os locais
analisados e poderiam pertencer a outras populagdes, e apenas cinco puderam ser
excluidos de dois locais podendo ser inferido de onde imigraram, no entanto todos os
cinco animais nao puderam ser excluidos exatamente do local onde foram coletados.
Através do método bayesiano um total de 19 animais obteve probabilidade baixa de
pertencer aos locais onde foram coletados, destes, nove ndo puderam ser excluidos de
um ou nenhum local e dez puderam ser excluidos de dois dos trés locais de coleta.
Daqueles individuos em que por exclusdo restou apenas um local provavel de imigragao

todos ndo puderam ser excluidos apenas do local onde foram coletados (Tabela XII).

Tabela XII — Probabilidade de cada individuo pertencer a “populacdo” onde ele foi
capturado (L HOME) com seus respectivos valores de “p”, probabilidades de exclusdo

de Baia Formosa (Pgr), de Touros (Pro), € de Diogo Lopes (Ppr) calculados pelo

software GENECLASS através dos métodos frequentista e bayesiano para sexos

grupados.
Local Método frequentista Método bayesiano
L_HOME “p” PBF PDL PTO L_HOME “p” PBF PDL PTO
coleta
BF 12.188  0.0160* 0.0920 0.1049  0.0589 16.690  0.0031* 0.2198  0.0610  0.0691
BF 8.951 0.2635 0.4489 04826  0.3369 11.105 0.1281  0.5528  0.2523  0.1743
BF 9.093 0.2457  0.5601  0.3744  0.2420 10.267 0.1995  0.6703  0.5309  0.2277

BF 10.428 0.0856 03293  0.2373  0.2700 11.454 0.1105  0.4931  0.3956

0.4349
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BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL

7.946
9.571
7.875
7.796
8.954
10.921
17.130
6.574
16.812
7.909
9.056
8.495
9.177
8.820
8.370
8.063
12.370
8.647
11.808
6.863
7.574
12.249
10.820
7.921
8.990
8.453
10.662
11.619
8.342
11.226
16.637
8.889
10.028
17.376
11.557
14.522
12.587
10.913
14.458
15.359

0.5128
0.1682
0.5259
0.5595
0.2657
0.0504
0.0002*
0.8846
0.0002*
0.5064
0.2475
0.3687
0.2195
0.2810
0.3973
0.4739
0.0144*
0.3274
0.0267*
0.8224
0.6146
0.0148*
0.0605
0.5134
0.2549
0.3764
0.0760
0.1020
0.7143
0.1261
0.0006*
0.5621
0.3103
0.0003*
0.1069
0.0049*
0.0407*
0.1738
0.0098*
0.0025*

0.8394
0.4392
0.7589
0.7374
0.6204
0.2387
0.0033*
0.9510
0.0047*
0.6978
0.5317
0.7117
0.3761
0.4731
0.6854
0.6760
0.1331
0.5546
0.1154
0.9082
0.7779
0.0934
0.1715
0.7192
0.4491
0.5631
0.1995
0.1067
0.0649
0.0588
0.0004*
0.0569
0.2501
0.0005%*
0.2470
0.0027*
0.0034*
0.1180
0.0001*
0.0005*

0.3045
0.1024
0.8880
0.4442
0.3899
0.4200
0.0107*
0.6619
0.0002*
0.4094
0.3793
0.5166
0.5025
0.3195
0.6627
0.3899
0.1681
0.2045
0.0668
0.3798
0.2504
0.1385
0.0141
0.2241
0.4401
0.5938
0.0573
0.4553
0.8893
0.3697
0.0253*
0.8029
0.5422
0.0240%*
0.5084
0.0733
0.2628
0.5272
0.1005
0.0261*

0.5645
0.0440
0.6659
0.3979
0.5600
0.0577
0.0009*
0.4908
0.0000*
0.1676
0.4603
0.5133
0.3961
0.2589
0.1419
0.3924
0.0673
0.0549
0.0429
0.1977
0.4238
0.1091
0.0046
0.2302
0.4906
0.1423
0.3071
0.3522
0.3159
0.1891
0.0000*
0.1051
0.1033
0.0000%*
0.1251
0.0028*
0.0027*
0.1712
0.0000*
0.0004*

9.105
10.735
7.717
7.761
9.872
12.104
21.015
6.587
20.943
10.245
8.816
9.493
11.838
11.057
8.125
8.046
14.399
8.597
12.645
6.796
7.574
14.043
13.124
9.331
10.223
8.389
12.923
12.353
8.277
13.811
21.510
10.050
9.974
19.846
12.315
19.681
13.501
11.661
15.804
21.862

0.3649
0.1583
0.6387
0.6254
0.2462
0.0778
0.0002*
0.8884
0.0001*
0.1960
0.4084
0.3015
0.0864
0.1354
0.5536
0.5591
0.0234*
0.4581
0.0610
0.8430
0.6643
0.0271*
0.0476*
0.3249
0.2067
0.4948
0.0492*
0.1585
0.7621
0.0870
0.0011*
0.4176
0.4374
0.0031*
0.1601
0.0030%*
0.0955
0.2120
0.0401*
0.0001*

0.8895
0.5739
0.8100
0.7738
0.7335
0.3890
0.0440*
0.9537
0.0517
0.7422
0.6274
0.7885
0.4829
0.5693
0.7582
0.7236
0.2925
0.6370
0.2514
0.9255
0.8021
0.2199
0.3099
0.7515
0.5487
0.6486
0.3431
0.1279
0.0479
0.0825
0.0001*
0.0774
0.3833
0.0010%*
0.4321
0.0117*
0.0219
0.2783
0.0000*
0.0001*

0.2756
0.0870
0.9060
0.5583
0.3512
0.5258
0.0602
0.7059
0.0004
0.5180
0.1856
0.6542
0.3415
0.4324
0.7395
0.3101
0.1904
0.1258
0.0433
0.5134
0.2244
0.3072
0.0160
0.0763
0.3339
0.6612
0.0203*
0.5951
0.8991
0.4706
0.1302
0.8046
0.6074
0.1372
0.6232
0.2013
0.4067
0.6339
0.2449
0.1178

0.6962
0.0880
0.7422
0.5424
0.6887
0.0968
0.0164
0.5952
0.0005
0.1998
0.3776
0.6727
0.2815
0.1360
0.3506
0.5155
0.2492
0.0503
0.0970
0.3898
0.5380
0.1685
0.0367
0.2240
0.5894
0.3125
0.2963
0.5521
0.4758
0.0843
0.0000*
0.2655
0.1327
0.0005*
0.1642
0.0064*
0.0293
0.3668
0.0009*
0.0004*




42

DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
DL
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO
TO

8.017
10.291
11.028
10.788
9.203
8.920
9.768
8.736
16.814
9.583
11.006
7.841
10.614
7.364
14.361
9.731
10.717
9.700
14.482
10.671
6.015
8.863
9.649
5.822
11.451
8.595
11.178
10.210
7.645
12.378
11.623
8.966
9.373
9.260
7.072
10.096
8.299
8.285
7.279
9.970

0.7930
0.2606
0.1562
0.1846
0.4868
0.5640
0.3634
0.5931
0.0004*
0.3980
0.1489
0.8251
0.2045
0.9296
0.0006*
0.1755
0.0781
0.1889
0.0010*
0.0792
0.9645
0.3561
0.2004
0.9767
0.0370*
0.4196
0.0475*
0.1238
0.6608
0.0102*
0.0246*
0.3310
0.2433
0.2658
0.8007
0.1376
0.4963
0.5041
0.7598
0.1512

0.1457
0.0217
0.0929
0.2470
0.0609
0.0890
0.9471
0.6813
0.0014*
0.0340
0.0171
0.3621
0.1132
0.1660
0.0165*
0.0653
0.0246
0.3022
0.0033*
0.4243
0.8193
0.8420
0.0523
0.8810
0.0075*
0.1464
0.0100%*
0.0148
0.3857
0.0310*
0.2108
0.0949
0.1787
0.3483
0.9082
0.0630
0.4306
0.4630
0.7731
0.2066

0.9040
0.5494
0.4828
0.5280
0.7595
0.8640
0.6582
0.8061
0.0221*
0.6614
0.3661
0.9320
0.5535
0.9733
0.0138*
0.6525
0.3138
0.7918
0.0065*
0.1228
0.9473
0.5194
0.2933
0.9076
0.3364
0.1967
0.0140%*
0.0686
0.8181
0.1131
0.3754
0.4721
0.7989
0.3431
0.8725
0.4515
0.2900
0.5194
0.3333
0.1964

0.6993
0.0457
0.2066
0.3582
0.1655
0.2602
0.1517
0.8420
0.0008*
0.1146
0.0073
0.8153
0.1165
0.3886
0.0361
0.4255
0.3341
0.4039
0.0400%*
0.3908
0.9785
0.5685
0.4263
0.9833
0.2246
0.6066
0.2080
0.3011
0.8243
0.1056
0.2075
0.5726
0.6080
0.5339
0.9085
0.5483
0.8049
0.7256
0.8845
0.4576

8.056
11.318
10.708
11.334
10.162

8.672
9.532
9.803
21.162
10.879
12.948
7.900
11.688
7.364
18.654
10.835
13.008
12.048
16.189
10.231
5.960
8.920
10.848
5.785
12.121
9.734
12.284
12.950
7.707
15.835
13.575
10.369
10.548
9.254
7.038
9.540
9.448
9.189
8.412
12.334

0.8109
0.2463
0.3231
0.2433
0.4018
0.6823
0.5087
0.4505
0.0006*
0.2911
0.1198
0.8436
0.2098
0.9282
0.0007*
0.1924
0.0554
0.0984
0.0066*
0.2608
0.9709
0.4687
0.1918
0.9818
0.0958
0.3270
0.0882
0.0591
0.6981
0.0092*
0.0391*
0.2428
0.2227
0.3968
0.8373
0.3639
0.3825
0.4115
0.5681
0.0796

0.1320
0.0130
0.0518
0.4161
0.0820
0.1061
0.9551
0.7216
0.0009*
0.0288
0.0246
0.2740
0.0613
0.1462
0.0130*
0.0199
0.0130
0.1237
0.0288*
0.5477
0.8625
0.8500
0.0769
0.9010
0.0147
0.1513
0.0496
0.0101
0.4913
0.0355*
0.3608
0.0270
0.1754
0.2485
0.9226
0.0848
0.5660
0.5697
0.8125
0.3571

0.9043
0.6208
0.5789
0.6307
0.7784
0.8788
0.7160
0.8067
0.1258
0.6899
0.4608
0.9278
0.6205
0.9740
0.0203*
0.4571
0.2909
0.5747
0.0288*
0.0908
0.9604
0.3492
0.2508
0.9299
0.4686
0.1131
0.0446
0.0740
0.5464
0.0881*
0.3098
0.3275
0.8286
0.1572
0.8867
0.3550
0.2616
0.3949
0.1700
0.1975

0.7451
0.0413
0.1999
0.5158
0.1883
0.4100
0.3338
0.6636
0.0015*
0.1472
0.0079
0.8444
0.1497
0.2973
0.1709
0.5277
0.4919
0.5128
0.1929
0.5389
0.9827
0.6349
0.5568
0.9879
0.3945
0.6715
0.3747
0.4266
0.8495
0.2655
0.3830
0.6415
0.7007
0.6148
0.9243
0.6698
0.8657
0.7831
0.9091
0.5899
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TO 11.393  0.0372* 0.1098  0.4068  0.2410 12.412 0.0829  0.2517  0.5332
TO 11.046  0.0485* 0.0128* 0.3387  0.1677 14.427  0.0221* 0.0161* 0.1802
TO 15.096  0.0002* 0.0077* 0.0209* 0.0135* 19.037  0.0001* 0.0093* 0.0281*
TO 6.999 0.8080  0.3090 0.7012  0.9015 8.405 0.5669  0.2279  0.4826

0.4169
0.3136
0.1196
0.9140

*p<0,05

Discussao

Prospeccao de microssatélites

No presente estudo foi possivel o desenho de primers em 24 dos 47 clones que
continham microssatélites. Foram testados 10 conjuntos de primers e destes cinco se
mostraram polimoérficos e apresentaram padrdes claros de amplificagdo. A aquisi¢io de
microssatélites uteis em camardes tem se mostrado uma tarefa das mais dificeis, em
virtude dos grandes e complexos arranjos de repeticdes. Clones contendo grandes
microssatélites que impedem o desenho de primers em uma das regides flanqueadoras
sdo comuns (Tassanakajon et al. 1998). Resultados semelhantes foram encontrados por
diversos autores que também atribuem a dificuldade de desenho de primers para
microssatélites em camardes peneideos ao tamanho destas repeti¢des (Ball et al. 1998,
Tassanakajon et al. 1998, Xu et al. 1999, Cruz et al. 2002, Maggioni ¢ Rogers 2002,

Robainas et al. 2002, Freitas et al. 20006).

Analises morfométricas

Os resultados relacionados com a estatistica descritiva aplicada as mensuragdes
realizadas evidenciaram diferencas entre os sexos. Um padrao onde fémeas se mostram
em maior nimero e com tamanho superiores aqueles encontrados para machos foi
observado em todas as varidveis e em todos os locais analisados.

As fémeas representaram cerca de 63,0, 82,5 e 65,6% das amostras obtidas em
Baia Formosa, Touros e Diogo Lopes, respectivamente. O predominio de fémeas parece

ser um fato observado com certa freqiiéncia em peneideos. Para Farfantepenaeus
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subtilis, Litopenaeus schmitti ¢ Xiphopenaeus kroyeri coletados no municipio de Barra
de Santo Antonio-AL fémeas representaram 79,5, 73 e 55,8%, respectivamente (Santos
e Freitas 2000). Em Caravelas-BA fémeas de X. kroyeri tiveram um percentual de
ocorréncia de 51% nas amostras (Santos ¢ Ivo 2000). Em Maragogi-AL para F. subtilis
e L. schmitti as fémeas também foram predominantes com 56,8 e 62,2%,
respectivamente, no entanto, para X. kroyeri fémeas representaram apenas 47,3% das
amostras (Santos 2000). Padrao semelhante também foi encontrado em Rimapenaeus
constrictus na regido de Ubatuba-SP, sendo o percentual de fémeas nas amostras
superior a 70% (Costa e Fransozo 2004).

Diferengas nas proporgdes entre sexos podem ser atribuidas a diversos fatores
tais como diferencas nas taxas de crescimento, mortalidade e longevidade, migragao
diferencial entre sexos, reversdo sexual acima de determinado tamanho e seletividade da
arte de pesca (Wenner 1972, Lins-Oliveira 1996, Goes e Fransozo 2000). Em camardes
peneideos taxas de crescimento diferencial entre sexos sdo bastante comuns (Santos e
Ivo 2000, Albertoni et al. 2003, Luvesuto 2006). No entanto, estratificacdo espacial
entre sexos de peneideos também pode ser observada. Uma propor¢do entre sexos
proxima de 50% nas areas de acasalamento e tendendo a um predominio de fémeas nas
areas de postura ¢ esperada. Adicionalmente, variagdes na razdo sexual ao longo do ano
também s3o conhecidas para peneideos (Santos 2000). Desta forma, as diferencas
encontradas no presente estudo quanto ao predominio de fémeas nas amostras parecem
estar ligadas as diferengas nas taxas de crescimento entre sexos e/ou estratificagdo
espaco/temporal entre sexos.

O padrdo encontrado em todas as localidades de que fémeas sdo maiores que
machos também ¢ bastante comum entre os peneideos, sendo considerado o padrdo

geral (Boschi 1969, Tzeng e Yeh 2002, Costa e Fransozo 2004, Luvesuto 2006).
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Também para este padrao diferencas relacionadas as taxas de crescimento entre 0s sexos
parece ser a explicacdo mais razoavel (Costa e Fransozo 2004).

Os resultados obtidos por meio das analises discriminantes e de varidncia para a
existéncia de diferencas entre as variaveis avaliadas por local foram em grande parte
concordantes, tanto para sexos grupados como para cada sexo individualmente. Por
estas analises foi verificado que em se considerando ambos os sexos, os trés locais
avaliados podem ser considerados como estoques distintos por meio das analises de
variancia, no entanto, através da analise multivariada a comparagao entre Diogo Lopes e
Touros nao se mostrou significativa. Quando separados os sexos, também foram obtidos
resultados semelhantes entre analises. Em machos nao foram observadas diferengas
quando os locais foram comparados tanto pelo procedimento univariado como pelo
multivariado. No entanto, a comparacdo entre Baia Formosa e Touros apresentou um
valor marginal através da analise univariada, e o menor valor de “p” pelo procedimento
multivariado. Por outro lado, quando apenas fémeas foram consideradas, as analises
univariadas mostraram diferencas em pelo menos uma das varidveis analisadas entre
cada local, enquanto que as comparagdes entre todos os locais se mostraram

significativas através da andlise discriminante.

Em camardes peneideos alguns estudos também obtiveram sucesso na
identificacdo de estoques por meio de técnicas morfométricas. No mar da China foi
possivel a identificacdo de pelo menos trés estoques de Parapenaeopsis hardwickii por
meio de técnicas multivariadas (Tzeng 2004). Para Marsupenaeus japonicus coletados
em cinco localidades de Taiwan foi evidenciada a formac¢ao de dois grupos distintos, no
entanto as variaveis mais importantes na discriminacdo destes grupos foram diferentes
entre sexos (Tzeng e Yeh 2002). Para Rimapenaeus constrictus a andlise dos caracteres

morfologicos revelaram diferengas significativas entre os camardes coletados em
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Ubatuba-SP e Guarapari-ES, Brasil (Silva 2007). Resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo foram obtidos por Luvesuto (2006) com Litopenaeus
schmitti nos mesmos locais aqui analisados. No trabalho acima citado tanto quando
comparando sexos grupados, como quando separando os sexos, padrdes claros de
diferenciagdo entre locais por meio de analises univariadas e multivariadas de caracteres

morfoldgicos foram obtidos.

Algumas caracteristicas deste grupo podem ser consideradas para se tentar
explicar os padroes de diferenciacdo encontrados. Os camardes peneideos podem
apresentar quatro diferentes tipos de ciclo de vida (Dall et al. 1990) e para camardes
como L. schmitti, F. brasiliensis, P. hardwickii e M. japonicus a presenca de estudrios
representa uma necessidade para se completar seu ciclo de vida. Esta caracteristica pode
repercutir em uma relagdo estudrio vs camardes que deve resultar em uma estruturagao
das populagdes naturais de camardes em estoques distintos, apesar de bastante proximos
espacialmente e, aparentemente, ndo separados por barreiras fisicas, geologicas ou

oceanograficas.

Adicionalmente, diversos autores apontam para a existéncia de uma forte
correlacdo entre fatores abiodticos e a ocorréncia de camardes peneideos. Castilho et al.
(2007) demonstraram existir diferencas marcantes na estrutura populacional e na
reproducdo de Artemesia longinaris do litoral norte do estado de Sao Paulo e de Mar del
Plata, e relacionaram estas discrepancias encontradas a adaptagdes as caracteristicas
ambientais de cada local. Para Pleoticus muelleri amostrados no litoral norte do estado
de Sao Paulo, Costa et al. (2004) também afirmaram que as caracteristicas ambientais
como temperatura, salinidade e tipo de sedimento sdo os principais influenciadores da
distribuicdo ecologica desta espécie. Para L. schmitti, Costa (2002) teorizou que os

animais encontrados na regido de Ubatuba, litoral norte do Estado de Sao Paulo, seriam
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provenientes da regido estuarina de Cananéia, litoral sul do Estado de S@o Paulo, sendo
os animais encontrados tanto no litoral norte quanto no sul do Estado parte de um unico
estoque reprodutor mediado pelos estuarios de Cananéia. Desta forma, estudrios
proximos geograficamente, mas com caracteristicas proprias (e.g. regime hidrico)
discrepantes poderiam representar as bases para o surgimento de grupos de animais com

caracteristicas distintas entre locais.

Também ¢ importante ressaltar alguns aspectos da biologia dos peneideos. Os
camardes deste grupo se caracterizam por ndo incubar ovos. Os machos inserem a
massa de espermatdforos no telicum das fémeas, que quando maduras liberam os
ovulos. A fecundacdo ¢ externa, os ovos sdo liberados na coluna d’agua e o

desenvolvimento se passa também na coluna d’agua (Dall et al. 1990).

As espécies do género Farfantepenaeus sdo caracterizadas pela presenga de
telicum do tipo fechado (Pérez-Farfante e Kensley 1997). Da inseminagao pelos machos
a liberagcdo dos 6vulos pelas fémeas pode levar menos de trés dias para camardes que
possuem telicum aberto, e de 10 a 20 dias em camardes de telicum fechado (Dall et al.
1990). Em ultima andlise o local onde a fémeas liberam os 6évulos deve guardar grande
relacdo com o estudrio onde esta desova ird recrutar. Desta forma, a ndo observacao de
diferencas entre os machos e uma maior fidelidade das fémeas pelos locais fazem certo

sentido biologico.

Cada uma das regides analisadas no presente trabalho possui caracteristicas
peculiares, sendo que as principais diferengas estdo relacionadas ao clima e ao uso das
regides estuarinas. Segundo Freire et al. (1999) o Estado do Rio Grande do Norte pode
ser subdividido em duas regides quanto aos padrdes de pluviometria, regido leste e

norte. A cidade de Macau, a qual se localiza o distrito de Diogo Lopes, estd inserida no
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grupo norte caracterizado por médias pluviométricas menores, enquanto Touros ¢ Baia
Formosa agrupam-se na regido leste. Ainda segundo estes autores, a area leste ¢
influenciada pelos ventos alisios por todo o ano, isto favorece a ocorréncia de
precipitagdes nos primeiros meses do ano, enquanto que a area norte tem suas chuvas

associadas aos deslocamentos dos centros de pressao atmosféricos do Atlantico.

Adicionalmente, a cidade de Macau faz parte do polo salineiro do Estado do Rio
Grande do Norte com diversas salinas instaladas as margens do estuario dos rios
Piranhas/Ac¢u que tem como uma de suas caracteristicas altos niveis de salinidades
(Camara 2001, Camara et al. 2005). O estuario dos rios Curimatai/Cunhati, que drena
nas proximidades do municipio de Baia Formosa, encontra-se em elevado grau de
degradagcdo em virtude de atividades antropogénicas, destacando-se como uma das
atividades impactantes a producdo de camardo em cultivo (Silva 2000). J4 o municipio
de Touros fica situado na Bacia hidrografica do rio Boqueirdo na transicdo entre o
litoral leste, que se caracteriza por vales imidos e rios perenes, € o litoral norte
tipicamente semi-arido em geral com rios transitorios. Desta forma, a localidade se
encontra influenciada por dois tipos climaticos favorecendo diferentes particularidades

hidrogeologicas (Melo et al. 2005).

Com base nos resultados encontrados por meio das analises morfoldgicas
empregadas, e considerando as diferentes caracteristicas dos locais estudados, pode-se
inferir a existéncia de pelo menos dois estoques de camardes Farfantepenaeus
brasiliensis na costa do Estado do Rio Grande do Norte. Além do citado também
puderam ser observados padrdes diferenciados entre sexos. Tais diferencas precisam ser
avaliadas em maior profundidade para melhor se entender como cada sexo participa da
estruturacdo das populacdes de camardo, mas com base nos resultados obtidos no

presente estudo parecem existir diferencas no uso do espago por cada sexo, e estas
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podem estar associadas tanto a caracteristicas bioldgicas destes animais, como a

diferengas comportamentais.

Analises moleculares

Variabilidade genética

Os valores de hetorozigosdades médias observadas (H, = 0,471 a 0,540) no
presente estudo se mostraram equivalentes aqueles encontrados em outros trabalhos
com peneideos.

Para Litopenaues vannamei foram encontrados valores de heterozigosidade
observada variando entre 0,425 e 0,964 para camardes estudados na Australia (Benzie
2000) e de 0,164 a 0,535 de animais das costas do México a do Panama (Valles-Jimenez
et al. 2005). Em Penaeus monodon valores de H, bastante contrastantes foram
encontrados na Indonésia (H, = 0,027), Tailandia (H, = 0,78), Filipinas (H, = 0,741 —
0,791) e Australia(H, > 0,9) (Brooker et al. 2000, Supungul et al. 2000, Xu et al. 2001,
Sugaya et al. 2002). (Ball et al. 1998) desenvolveram um conjunto de primers para
Litopenaues setiferus , obtendo H, média de 0,53, e avaliaram o uso deste mesmo
conjunto em Farfantepenaeus duorarum e Farfantepenaeus aztecus, obtendo niveis de
heterozigosidade observada média de 0,483 e 0,573, respectivamente.

Na costa brasileira para Rimapenaeus constrictus provenientes do litoral norte
do Estado de Sao Paulo e de Guarapari (ES) a H, média variou entre 0,143 e 0,533
(Silva 2007). Ja para Litopenaeus schmitti amostrados ao longo de toda a costa
brasileira, Maggioni et al. (2003) obtiveram H, média de 0,850, enquanto que Luvesuto
(2006) trabalhando também com L. schmitti da costa do Estado do Rio Grande do Norte
obteve heterozigosidades observadas médias entre 0,535 e 0,612. Portanto, os resultados

relativos as heterozigosidades observadas no presente estudos mostraram-se
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comparaveis ¢ intemédidrios aos obtidos para outras espécies dentro do grupo dos
peneideos.

Em relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, trés dos cinco locos analisados se
mostraram em equilibrio em pelo menos um dos locais para fémeas. Esse
comportamento sugere que tais desvios possam ser reflexos do efeito Wahlund, que
consiste na mistura de individuos de fontes geneticamente diferentes (Tsoi et al. 2007).
Por outro lado, os desvios de HW com déficits significativos de heterozigotos
encontrados nos locos Fbra04 e Fbra05 ndo podem ser atribuidos a tal efeito.

A ocorréncia de déficit de heterozigotos tém sido comumente descrita em
peneideos (Supungul et al. 2000, Xu et al. 2001, Ball e Chapman 2003, Valles-Jimenez
et al. 2005, Liu et al. 2006, Tsoi et al. 2007) e pode ser atribuida a fatores como
acasalamento preferencial, endocruzamento, presenca de alelos nulos, genotipagem
equivocada de alelos contendo “stutters”, artefatos técnicos, entre outros.

De acordo com Castric et al. (2002) quando existe a presenca de
endocruzamento ou acasalamento preferencial na populagdo, pode-se esperar que todos
os locos estejam correlacionados (desequilibrio de ligagdo), entretanto ndo foi
observado desequilibrio de ligagdo no presente estudo.

Apesar de genotipagem equivocada de alelos contendo “stutters” ser uma
preocupagdo, principalmente, com microssatélites de repeticdo dinucleotidica, os
microssatélites utilizados no presente estudo apresentaram padrdes sem ambigiiidade
(no méximo dois fracos “stutters”). Nesse contexto, acredita-se que este ndo tenha sido
o fator principal que causou os baixos niveis de heterozigosidades encontrados nos
locos Fbra04 e Fbra 05.

Por outro lado, a presenca de alelos nulos ¢ um problema recorrente em estudos

populacionais com espécies de peneideos. Este tipo de problema foi encontrado em



51

espécies como Litopenaeus vannamei, Litopenaeus setiferus, Penaeus monodon,
Litopenaeus stylirostris, Farfantepenaeus paulensis, Fenneropenaeus chinensis
(Brooker et al. 2000, Xu et al. 2001, Maggioni ¢ Rogers 2002, Goyard et al. 2003,
Valles-Jimenez et al. 2005, Liu et al. 2006, Tsoi et al. 2007) e essa possibilidade nao
pode ser excluida dos nossos resultados especialmente nos locos Fbra04 e Fbra05.

Esses dois locos se mostraram com os maiores valores de variabilidade no
presente estudo. Situacdes como esta nos levam a argiiir quando desvios de HW sao
realmente biologicamente significativos. Segundo Brooker et al (2000) resultados como
estes podem ser esperados com locos hiper-variaveis e tamanho amostrais relativamente

pequenos.

Estrutura populacional e detec¢do de migrantes

O tema estrutura¢do genética de populagdes de camardes peneideos no Brasil,
tem revelado que diversas espécies destes camardes apresentam algum grau de
diferenciagdo, sendo estas espécies na verdade compostas por um conjunto de estoques
ou populacdes distintos. Voloch e Solé-Cava (2005), em estudos com sete locos
polimdrficos de alozimas, mostraram que as populacdes de X. kroyeri de Sao Paulo
encontram-se geneticamente diferenciadas em relacdo as do Rio de Janeiro e do Espirito
Santo. Estudos também realizados com alozimas, nas espécies F. brasiliensis, L.
schmitti, F. paulensis e Farfantepenaeus sp, evidenciaram, porém, estruturacdo somente
nas populagdes de F. brasiliensis e L. schmitti (Gusmao et al. 2005). Em populagdes de
L. schmitti provenientes de coletas ao longo da costa brasileira Maggioni et al. (2003)
igualmente detectaram presenga de estruturacdo genética nesta espécie por meio de
marcadores microssatélites. Luvesuto (2006) também em L. schmitti € com 0 mesmo

tipo de marcadores, a partir de camardes provenientes das mesmas localidades avaliadas
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no presente estudo, observaram que mesmo em micro escala pode ser evidenciada a
existéncia de populacdes distintas desta espécie.

Além de estruturacdo populacional, marcadores moleculares t€ém sido hdbeis
para identificar espécies cripticas de camardes. Gusmao et al (2006) afirmam que o que
se imaginava ser uma unica espécie Atlantica de Xiphopenaeus na verdade seriam duas
espécies cripticas. Tsoi et al (2007) estudando Marsupenaeus japonicus da costa oeste
do Pacifico encontraram o que chamaram de complexo de espécies com altos niveis de
diversidade genética. Hualkasin et al. (2003) observaram a presenga de dois clados
distintos dentro de Fenneropenaeus merguiensis podendo, desta forma, serem
considerados duas espécies cripticas.

No entanto, os valores de Fsr encontrados no presente estudo apontam apenas
para uma fraca diferenciagdo populacional de acordo com a classificagdo de Wright
(1978), onde valores de Fsrentre 0 e 0,15 sdo indicativos de fraca estruturagdo genética,
valores entre 0,15 e 0,25 diferenciagdo moderada, e valores acima de 0,25 grande
diferenciagdo genética. Entretanto, os valores de “p” para os Fsr entre cada par de
populagdes ndo se mostrarem significativos.

Os valores obtidos de Fsr e a estruturacao observada na analise morfométrica
sdo assimantagonicos. O tipo de ciclo de vida da espécie, que pode representar certa
barreira ecologica, as diferencas entre as localidades amostradas, principalmente em
relacdo as caracteristicas de seus estudrios e seus usos, as similaridades bioecoldgicas
entre Farfantepenaeus brasiliensis e Litopenaeus schmitti, que foi estudado por
Luvesuto (2006) nas mesmas localidades, com as mesmas ferramentas ¢ onde foi
constatada a ocorréncia de estruturacdo populacional, e os resultados morfométricos
obtidos neste estudo que apontavam a existéncia de mais de um estoque na regido,

favorecem a hipdtese de estruturacdo populacional nesta espécie. Além disso, a
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ocorréncia de alelos privados em todos os locos para quase todas as populacdes
analisadas também apontam para uma diferenciagdo populacional.

Alguns fatores podem ser ponderados como possiveis explicagdes para os
resultados obtidos para Fsr. O numero de locos analisados pode ter sido insuficiente
para se conseguir detectar diferenciacdo por meio da estatitica “F” implementada no
programa FSTAT, o nimero de individuos genotipados também pode ndo ter sido o
adequado, e, alternativamente, o predomineo de fémeas nas amostras analisadas e os
resultados de morfometria que apontam para diferencgas entre os niveis de estruturagdo
entre sexos, podem ter influenciado os valores obtidos por este estimador no presente
estudo.

Adicionalmente, ndo considerando a correcdo para comparagdes multiplas
proposta por Bonferroni (Rice 1989), observa-se um valor significativo para o Fsr
obtido entre BF e DL. A corre¢do de Bonferroni ¢ uma rotina estatistica que visa
diminuir erros do tipo I que sob o ponto de vista de comparagdes multiplas podem ser
maximizados. Com este procedimento espera-se diminuir a probabilidade de, em
comparagdes multiplas, uma destas ser considerada significativa quando na verdade
trata-se da influéncia do acaso. No entanto ndo existe consenso sobre o uso deste e de
outros tipos de procedimento com a mesma finalidade (Narum 2006).

A hipdtese de existéncia de estruturacdo populacional em F. brasiliensis nos
locais estudados ganha for¢ca com os resultados obtidos através da detecgdo de
migrantes realizada no programa GENECLASS. Apesar de por meio da probabilidade
de pertencer aos locais amostrados terem sido observados 22 e 19 animais com valores
significativos em nivel de 5%, pelos métodos frequentista e bayesiano respectivamente,
a probabilidade de excluir estes individuos dos locais amostrados por meio do método

frequentista identificou oito individuos que foram excluidos de todos os locais de coleta
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podendo pertencer a outras populagdes ndo amostradas no presente estudo, e cinco
animais que nao puderam ser excluidos de apenas um local, que em todos os casos foi o
local onde este foi amostrado. J4 no método bayesiano nenhum individuo foi excluido
de todos os locais amostrados, mas dez animais foram excluidos de dois dos trés locais,
e em todos os casos este foi o local onde o animal havia sido coletado.

Os padrdes oceanograficos de circulagdao da regido suportariam a existéncia de
migracdo no sentido sul-norte por influéncia da Corrente Norte do Brasil ¢ da
Subcorrente Norte do Brasil, no entanto a ocorréncia de giros de recirculagdo e a
influéncia dos ventos sudeste predominantes nas localidades de Diogo Lopes ¢ Touros
poderiam explicar a ndo observancia de migrantes nas localidades estudadas, embora o
teste de alocagdo de individuos tenha identificado migrantes possivelmetne oriundos de
populacdes ndo amostradas (Luvesuto 2006).

Nesse contexto e com base nos resultados obtidos através das analises
morfométricas e moleculares dos camardes Farfantepenaeus brasiliensis coletados nas
localidades de Baia Formosa, Touros e Diogo Lopes, parece razodvel a existéncia de
pelo menos dois estoques desta espécie de camarao no litoral do Estado do Rio Grande
do Norte, apesar de alguns resultados contrastantes entre as diferentes técnicas
utilizadas.

Os resultados obtidos no presente estudo tém grande importancia no que diz
respeito ao manejo da espécie em questdo. A existéncia de estoques diferenciados de F.
brasiliensis distando tdo pouco geograficamente, advogam pela urgente nescessidade de
se conhecer mais a fundo a distribui¢ao da variabilidade infra-especifica das espécies de
importancia pesqueira como um todo. Para que politicas regionais mais adequedas de
uso dos recursos pesqueiros sejam adotadas, os limites entre estoques pequeiros devem

ser conhecidos. Adicionalmente, fica mais uma vez comprovado o importante papel
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desempenhado pelos estuarios para as espécies marinhas. Os estuarios podem
desempenhar papel muito importante na estruturacdo das espécies e, dessa forma,
possuir estoques associados tanto de invertebrados como de vertebrados marinhos, que

dele dependem de alguma forma para completar seu ciclo de vida.

Conclusoes

e As andlises morfométricas realizadas possibilitaram a identificacdo de duas
populagdes ou estoques distintos na costa do Rio Grande do Norte, sendo

possivel notar peculiaridades relacionadas aos sexos;

e As analises moleculares apresentaram resultados ambiguos, onde os valores de
Fsr ndo apontam para a existéncia de estruturagcdo, embora a deteccdo de
migrantes possivelmente oriundos de populacdes ndo amostradas, e a existéncia
de alelos privados em cada localidade suportem a hipotese de estruturagdo
populacional;

e As caracterésticas bioecologicas desta espécie de peneideo, as diferengas entre
as regides de estudo e os resultados observados pelas diferentes técnicas
morfolégicas e moleculares, nos permitem concluir que na regido estudada
existem pelo menos duas populagdes ou estoques de Farfantepenaeus
brasiliensis, tendo esta informacdo grande importancia ecoldgica e econ’6mica

do ponto de vista de manejo dos recursos naturais.
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Anexos

Anexo 01 — Relag@o das medidas obtidas para cada exemplar de Farfantepenaeus

brasiliensis coletado nas localidades estudadas.



Local Sexo | Ct (mm) | Cc (mm) | Ca (mm) | Peso (g)
Baia Formosa| M 94,6 24,8 64,8 9,67
Baia Formosa| F 133 34,7 87,7 29,32
Baia Formosa| F 113,5 32,2 75,6 18,4
Baia Formosa| F 120,8 31,2 83 21,7
Baia Formosa| F 116,4 33,3 80,2 21,6
Baia Formosa| M 91 23,2 63,7 8,96
Baia Formosa| F 102 27,2 71,4 13,86
Baia Formosa| F 100 26,1 68,1 12,93
Baia Formosa| F 112,7 30 79,4 19,02
Baia Formosa| M 88 21,9 60,1 7,2
Baia Formosa| F 113 29,8 78,5 18,2
Baia Formosa| F 87,2 24,5 59,4 7,92
Baia Formosa| M 91,9 24,8 65,3 10,07
Baia Formosa| F 114,9 31,3 77,4 19,86
Baia Formosa| M 91,4 23,8 69,1 10,46
Baia Formosa| F 1154 32,6 81,6 22,95
Baia Formosa| M 99,7 24,8 69,1 11,47
Baia Formosa| F 114,2 31,8 76,9 21,71
Baia Formosa| M 93,8 244 69,8 10,71
Baia Formosa| M 954 23,5 65,3 9,86
Baia Formosa| F 121,9 31,9 83,3 22,71
Baia Formosa| M 97,4 24,3 69,8 10,95
Baia Formosa| F 122,6 32,5 82,7 23,46
Baia Formosa| M 92 23,7 68,2 10,61
Baia Formosa| F 114,4 32,2 80,2 20,82
Baia Formosa| M 92,5 22,8 65,2 9,27
Baia Formosa| F 123,2 32,7 87,2 23,93
Baia Formosa| F 116,1 31 79,8 21,06
Baia Formosa| M 94,5 23,6 66,3 9,99
Baia Formosa| F 116,9 31,7 81,8 22,47
Baia Formosa| F 102,3 25,9 71,6 13,05
Baia Formosa| M 97,8 26,8 69,3 12,43
Baia Formosa| F 107,3 29,5 75,3 16,19
Baia Formosa| F 100 26,9 71,6 12,92
Baia Formosa| M 82,4 20,9 59,5 6,74
Baia Formosa| M 93,2 24 65,5 10,2
Baia Formosa| F 124 .1 34,3 88 25,37

Diogo Lopes F 102,9 26,6 74,8 14,57
Diogo Lopes F 68,7 16,7 50,8 3,69
Diogo Lopes F 85,3 221 61,6 8,07
Diogo Lopes F 61,9 16,4 45,1 2,74
Diogo Lopes M 90,6 23,5 64,7 9,6

Diogo Lopes M 92,2 23,1 67,4 9,47
Diogo Lopes M 84,8 22,2 62,5 7,95
Diogo Lopes F 1211 33,3 85 23,23
Diogo Lopes M 101,5 26,8 74 .4 14,14
Diogo Lopes F 86,3 21,3 61,4 7,6

Diogo Lopes F 71,6 19,3 55,4 5,54
Diogo Lopes F 92,6 24,4 65,2 10,01
Diogo Lopes F 74,4 20,3 54 4,8

Diogo Lopes M 89,6 22,2 63,2 7,68
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Diogo Lopes F 89,3 22,7 63,9 8,65
Diogo Lopes F 81,3 21 59,4 6,58
Diogo Lopes F 80,7 21,1 57,6 7,02
Diogo Lopes M 71,2 15,7 50,6 3,96
Diogo Lopes F 68,6 17,5 47,4 3,66
Diogo Lopes F 68,3 17,5 48,7 4,21
Diogo Lopes M 71,7 17,6 50,5 2,31
Diogo Lopes F 56,7 14,6 41,9 2,56
Diogo Lopes F 59,4 15,4 43 3,76
Diogo Lopes M 55,8 13,9 39,6 1,98
Diogo Lopes F 134,3 37,9 94 32,08
Diogo Lopes M 74,3 18,9 55 5,14
Diogo Lopes F 69,6 17,6 51 4,44
Diogo Lopes F 73,2 18,6 52,8 4,85
Diogo Lopes | M 98,9 25,7 70,6 11,65
Diogo Lopes M 62,8 16 47 3,32
Diogo Lopes F 80,3 21 57,6 71
Diogo Lopes F 80 20,7 58,1 6,77
Touros F 117,7 32 84 21,34
Touros F 115,9 30,6 83,5 21,18
Touros F 123,2 33,5 88 24,79
Touros F 130 35,1 91,9 27,8
Touros F 132,5 36,6 94,4 31,22
Touros M 100 25 72,3 12,03
Touros F 122 32,7 88,1 26,07
Touros F 138,2 37,4 99,2 35,78
Touros F 122,9 32,9 86,6 24,33
Touros F 119,7 32 85,1 23,13
Touros F 128,4 35,5 90,5 29,73
Touros F 130,7 34,8 92,2 29,04
Touros F 119,6 32,8 84,9 24,23
Touros F 115,9 30,6 82,9 20,36
Touros F 130 35,3 91,8 30,19
Touros F 123,2 32,8 87,3 24,87
Touros F 1121 29,6 79,7 18,82
Touros F 110,2 29,2 80,1 18,27
Touros F 128,8 35 92,1 29,45
Touros F 124,3 33,8 88,7 2717
Touros F 123 33,6 87,3 26,58
Touros F 122 32,5 86,7 24,21
Touros F 133,3 37,6 95,6 35,3
Touros F 117,4 32,2 85,3 22,63
Touros F 105,9 28,7 77,3 16,21
Touros F 125,9 35,3 90,1 27,3
Touros F 117,9 31,9 82 22,11
Touros F 114,8 30,4 83,7 21,14
Touros F 114,5 30,4 83,2 20,17
Touros F 114,9 30,9 82,8 20,87
Touros F 103,9 30,7 81,5 19,27
Touros F 124,5 29,8 88,3 26,05
Touros F 124,3 29,7 87,2 27,02
Touros F 1141 30,4 81,6 19,73
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Touros F 107,1 29,3 79,5 17

Touros F 110,5 29,5 80 18,02
Touros F 104,5 28,3 74,3 14,32
Touros F 112,5 30,5 80 17,97
Touros M 94,5 24,4 69,1 10,72
Touros F 100,2 26,7 71,8 12,98
Touros M 98,3 25,2 70,8 11,15
Touros F 118,3 32 84,2 21,72
Touros F 103,3 27,8 74,6 14,42
Touros M 89,3 22,7 64,2 8,1

Touros F 121,5 32,7 87,5 22,4
Touros M 93,7 24,2 68,3 10,3
Touros F 101,8 26,9 73,2 12,99
Touros M 89 24,2 69 9,98
Touros M 101,4 26,1 74,7 12,59
Touros M 99,1 25,6 71,4 11,54
Touros M 89,4 22,7 64,7 8,5
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Anexo 02 — Frequéncia de ocorréncia absoluta e relativa de cada alelo obtido em todas

as populagoes e para todos os locos. Os alelos privados encotram-se destacados em

negrito.

Loco BF TO DL
alelo | n | freq | n | freq | N | freq

1 4 10064 | 2 0,033] 0 0,000
2 1] 0016 | 0| 0,00 | O |0,000
3 510,081 [10]0,167 | 8 | 0,056
4 710113 | 6 10,100 | 8 | 0,148
5 1| 0,016 | 0 |0,000| 0 | 0,000
6 [19] 0306 | 3 10,050 5 |0,093
7 1] 0,016 | 0 | 0,000 0 | 0,000
8 7 10,1129 122]0,367 | 11 ]0,204
Fbra01 9 210032 ] 1]0,017] 2 |0,037
10 |1 ]0,016 | 0]0,000| 0 |0,000
11 | 710113 |2 ]0,033] 2 |0,037
12 | 310,048 | 2 10,033] 4 |0,074
13 | 1]0016 |6 0100] 7 |0,130
14 | 110016 | 5]0083| 10,018
15 | 1]0016 | 00,000 110,018
16 | 010,000 |1 0017] 0 |0,000
17 1 0| 0,000 | 00,000 1 |0,018
18 | 0] 0,000 |0 0000] 10,018
19 | 110,016 | 0]0,000| 0 |0,000

Na 16 11 12

Nap 6 1 2
Fbra02 | 1 1 0016 | 00,000] 1 ]0,019
2 00000 | 1]0,017] 0 |0,000
3 [11] 0,177 [13]0,217 |16 0,296




4 2210355 [16]0,267] 9 [0,167
5 | 1001600000 10,019
6 | 000001 [0017] 00,000
7 [0 0,000 |0 0,000 10,019
8§ | 90145 | 4 |0,067] 4 [0,074
9 [ 90,145 [12]0,200] 100,185
10 | 210,032 60,100 2 0,037
11 | 410,065 1]0017] 20,037
12 | 00000 | 00,000]| 2 [0,037
13 | 110,016 0]0,000] 10,019
14 | 0] 0,000 | 1]0017] 20,037
15 | 00000 | 1]0,017] 0 |0,000
16 | 210,032 ]0]0,000] 1]0,019
17 | 00000 | 1]0,017] 0 |0,000
18 | 0] 0,000 | 1]0,017] 00,000
19 | 0] 0,000 | 20,033 00,000
20 | 0 [ 0,000 | 0 [0,000] 1 0,019
21 | 0 ] 0,000 | 0 [0,000] 10,019
N, 10 13 15
Nap 0 6 4
1 | 2710032 1]0,017] 0 ]0,000
2 [ 00,0000 ]0,000]1]0,019
3 [ 701136 0,100] 7 [0,130
4 [0]0000 00,000 10,019
5 [2]0032]40067]2 [0,037
6 | 90145 | 2 [0,033] 5 [0,093
7 [38] 0,613 [ 390,650 | 23] 0,426
8 | 2003250086 0,111

Fbra03 | 9 | 0 | 0,000 | 0 | 0,000 | 1 | 0,019
10 | 0 | 0,000 | 00,000 30,056
11 | 00000 | 2]0,033] 0 |0,000
12 [ 210032 ]1]0017] 10,019
13 | 00000 | 0]0,000] 10,019
14 | 0] 0,000 | 0]0,000] 1]0,019
15 | 0 ] 0,000 | 00,000 20,037
N, 7 8 13
Nap 0 1 7

Fbra04 | 1 | 0 | 0,000 | 1 0,017 | 0 | 0,000
2 [ 10016 | 3]0,05] 4 [0,074
3 2003200000 10019
4 100,000 2[0,033] 0 [0,000
5 [ 1]0016 | 00,000 0 0,000
6 | 0] 0000100170 |0,000
7 [0 0,000 |3 ]0,05] 2 ]0,037
8 | 0000030050 00,000
9 [ 10,016 | 0]0,000] 0 |0,000
10 | 10,016 | 0 |0,000| 0 |0,000
11 | 20,0320 ]0,000] 0 [0,000
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12 [ 00,000 170,017 0]0,000
13 | 0] 0,000 00,000/ 10,019
14 | 0] 0,000 | 1]0017] 20,037
15 | 0] 0,000 | 210,033 80,148
16 | 14] 0,226 | 6 | 0,100 | 5 | 0,093
17 | 0 ] 0,000 | 4 [0,067 ] 3 ]0,056
18 | 14| 0,226 | 10]0,167 | 8 | 0,148
19 | 1] 0,016 | 00,000 00,000
20 | 4 | 0,065 | 2 |0,033] 2 | 0,037
21 | 1] 0,016 | 2 [0,033] 0 | 0,000
22 [ 210,032 ] 20,033 0 ]0,000
23 | 3 0,048 | 2 [0,033] 0 | 0,000
24 [ 70,113 |5 [0,083] 0 | 0,000
25 | 2 0,032 |0 ]0,000] 20,037
26 | 0] 0,000 | 2 ]0,033] 0 |0,000
27 [ 210,032 ] 20,033 20,037
28 | 0 | 0,000 | 0 [0,000] 20,037
29 [ 210,032 1[0,017] 0 |0,000
30 | 0| 0,000 | 0 0,000] 10,019
31 |2 ]0,032]2]0,033] 0 ]0,000
32 | 0] 0,000 | 0]0,000] 10,019
33 [ 00,000 1]0,017] 2 [0,037
34 [ 00,000 | 1]0,017] 0 |0,000
35 [ 0] 0,000 | 0 ]0,000] 5 |0,093
36 | 0 | 0,000 | 0 0,000] 10,019
37 | 0] 0,000 | 0 ]0,000] 10,019
38 | 0] 0,000 | 0]0,000] 10,019
39 [0 0,000 | 1]0,017] 0 | 0,000
N, 13 24 20
Nap 5 8 8

Fbra05| 1 | 0 | 0,000 | 0 | 0,000 2 [ 0,037
2 [ 40065 |2 ]0,033] 0 0,000
3 [ 3]0,048 | 00,000 00,000
4 [27]0,032]0]0,000] 00,000
5 | 5]0081 | 1]0017] 0 |0,000
6 | 20032 ]1]0017]1 0019
7 [ 1]0016 | 1]0,017] 0 |0,000
8§ | 1] 0016 | 00000 0 |0,000
9 [0 0,000 |2 ]0,033] 0 ]0,000
10 | 1]0,016 | 20,033 20,037
11 | 0] 0,000 | 0]0,000] 20,037
12 | 0] 0,000 | 00,000/ 1]0,019
13 | 110016 1]0017] 3 ]0,056
14 | 110,016 | 0]0,000] 30,056
15 | 0] 0,000 | 20,033 4 0,074
16 | 210,032 2100333 ]0,056
17 |13] 0,210 | 160,267 | 4 | 0,074
18 | 110,016 1]0017] 3 ]0,056
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19 [57]0081 [8]0133] 5 [0,093
20 | 6] 0,097 | 310050 8 |0,148
21 [ 0]0,000 [ 370,050 3 [0,056
22 [ 1]0,016 | 2[0,033] 0 [0,000
23 [ 410065370050 1 ]0,019
24 [ 310,048 | 1[0,017] 6 [0,111
25 [ 0] 0,000 [ 00000 10,019
26 | 410,065 | 7 [0,117] 2 [0,037
27 [ 210032 ]210033] 00,000
N, 20 19 18

Nap 3 1 4

N. = ntimero de alelos;
N,p = ntimero de alelos privados
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