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ABSTRACT

Shrimp capture is one of the most important fishing activities and has been growing in the last
years due to an increment in the fishing effort and the larger number and enhanced fishing power
of the shrimp boats. Thus, most of the penaeid stocks are being threatened by overexploitation.
For our object of study we used the marine shrimp species Rimapenaeus constrictus, captured off
the coast of Guarapari, Espirito Santo and the coast of Ubatuba, Sdo Paulo. These points were
strategically chosen since they are located above and below the Cabo Frio upwelling, a potential
geographic barrier for the dispersion of marine organisms. Genetic studies, through the
development and analysis of molecular microsatellite markers, and morphometric studies were
performed in order to determine if there is any structure in the populations of this region. The He
and Ho values of the four developed polymorphic microsatellite loci were 0.502 and 0.283 for
Ubatuba and 0.473 and 0.374 for Guarapari. The Fst estimate between the populations (0.0012;
p = 0.1500) and probability (Bayesian method; p = 0.993) indicate that these populations behave
as a single one, contrasting with the results of the multivariate analyses of the morphometric
data. The gene flow rate between the populations may be attributed to the pronounced larval
dispersion led by the surface current system of the Brazilian coast. Different patterns of growth
and weight gain may have been responsible for the structure based on the morphometric data.
Although a raise in the sample and microsatellite numbers are necessary, this study was valuable

as it produced knowledge that is useful for the conservation of this species.



RESUMO

A captura de camardes é uma das atividades pesqueiras de maior importancia e que vem
aumentando nos ultimos anos em decorréncia de um incremento do esforco de pesca e de um
maior nimero e poder de pesca das embarcacdes. Desta forma, a maioria dos estoques de
peneideos estd sendo ameacada por uma superexploracdo. Utilizamos como objeto desse estudo
a espécie de camardo marinho Rimapenaeus constrictus, capturada no litoral de Guarapari,
Espirito Santo e no litoral de Ubatuba, Sdo Paulo. Esses pontos foram estrategicamente
escolhidos por situarem-se ao norte e ao sul da Ressurgéncia de Cabo Frio, uma possivel barreira
geogréafica para dispersao de organismos marinhos. Estudos morfométricos e genéticos, por meio
de desenvolvimento e analise de marcadores moleculares microssatélites, foram realizados a fim
de desvendar se ha estruturacdo nas populacdes dessa regido. Os valores de He e Ho, para o0s
quatro locos microssatélites polimorficos desenvolvidos, foram de 0,502 e 0,283 em Ubatuba e
de 0,473 e 0,374 em Guarapari. Os valores da estimativa Fsr entre as populagdes (0,0012;
p=0,1500) e de probabilidade (método Bayesiano) (p=0,993) indicaram que essas populagdes se
comportam como uma metapopulacao, contrastando com resultados das analises multivariadas
dos dados morfométricos. Estes resultados podem ser reflexos do fluxo génico existente entre
estas populagdes, devido a grande dispersdo larval provocada pelo sistema de correntes de
superficie da costa brasileira e no caso da estruturacdo apontada pelos dados morfométricos,

devido a padrdes de crescimento e ganho de peso diferenciado.
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1. INTRODUCAO

1.1. Apresentacgéo do trabalho

A proposta inicial desse estudo era prospectar e validar um conjunto de marcadores
microssatélites para a espécie de camarao marinho Rimapenaeus constrictus (= Trachypenaeus
constrictus) a partir do desenvolvimento de bibliotecas gendmicas enriquecidas. Para tanto,
diferentes exemplares foram coletados na regido de Ubatuba, litoral norte do Estado de Sao
Paulo (Brasil). No entanto, tendo em vista a grande escassez de informagdes a respeito da
distribuicao natural e padrdo de estruturagdo populacional dessa espécie, optamos por adicionar
coletas de material biologico de outra localidade do litoral brasileiro. Escolhemos como pontos
de coleta, regides situadas ao norte e ao sul da Ressurgéncia de Cabo Frio, localizada no litoral
do Rio de Janeiro. E sabido que este local funciona como um importante obstaculo para
dispersdo gamética e larval de algumas espécies marinhas, atuando como uma barreira
geografica para as diferentes populagdes, as quais podem encontrar-se diferenciadas.

Dentro deste contexto e com o objetivo de enfatizar se as populacdes naturais de R.
constrictus, separadas pela Ressurgéncia de Cabo Frio, apresentam-se com algum grau de
diferenciagdo genética e/ou morfologica, foram coletados exemplares ao norte dessa barreira, no
litoral de Guarapari, Espirito Santo e ao sul, no litoral de Ubatuba.

Para a elucidagdo desse problema, foram calculadas as freqiiéncias de alelos entre as
populagdes, heterozigoses observadas e esperadas, Equilibrio de Hardy-Weinberg,
probabilidades para déficit de heterozigotos, estimativa do numero de populagdes, perda de
variabilidade genética, riqueza alélica, divergéncia entre as populagdes e analises discriminantes

de dados morfométricos.



1.2. Atividade de captura de camardes

A captura de camardes ¢ uma das atividades pesqueiras de maior importancia no mundo
(D’ONGHIA et al., 1998; CHIOU et al, 2000), principalmente pelo alto valor de
comercializacao alcangado por sua carne (COSTA, 2002; PINHEIRO, 2004). Estima-se hoje que
apenas no nordeste brasileiro, cerca de 100 mil pessoas dependam da pesca camaroeira
(SANTOS, 2002) como meio de subsisténcia.

Um rapido aumento na producdo de camardo vem ocorrendo em todo o mundo (Figura
1), como decorréncia de um incremento do esforco de pesca e de um maior numero de
embarcagdes (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIOZARTION, 2004). Desta forma, a

maioria dos estoques de peneideos vem sofrendo superexploracao.
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Figura 1. Pesca de camardo no mundo até 2004, segundo FAO (www.fao.org)
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Outro grande problema decorrente do excessivo esfor¢o da pesca sobre os camardes ¢ a
captura associada de espécies indesejadas. Na pescaria de arrasto, por exemplo, uma parcela
significativa da fauna capturada, como peixes, crustaceos, moluscos, equinodermas e cnidarios,
sao devolvidos ao mar (RODRIGUES et al., 1985; GRACA-LOPES et al., 2002; BRANCO;
FRACASSO 2004), em geral, porque apresentam baixo valor comercial ou porque estdo aquém
do tamanho de comercializacdo desejado (BRANCO; VERANI, 2006). Desse rejeito ou descarte
devolvido ao mar, a grande maioria dos individuos ndo consegue sobreviver (BRANCO, 1999).
Somente no inicio dos anos 80 a quantidade total de fauna descartada foi estimada em torno de 3
a 5 milhdes de toneladas (NASCIMENTO et al., 1995), superando a quantidade de camarao
comercializada no mesmo periodo (COELHO et al., 1986). Apenas no ano de 1985, a captura
total de camaro nas regides Sudeste e Sul do Brasil atingiu 28.021 toneladas, com uma fauna
acompanhante de 308.021 toneladas, o que nos leva a uma propor¢do média de 1:11 de
camardo/fauna acompanhante (CONOLLY, 1986). Branco e¢ Verani (2006), realizando uma
analise do impacto da pesca do camardo sete-barbas Xyphopenaeus kroyeri na regido da
Armagdo do Itapocoroy, Penha, Estado de Santa Catarina, encontraram uma propor¢ao
camardo/fauna acompanhante entre 1/3,6 (entre 2001 ¢ 2002) e 1/19,4 (entre os anos 1997 e
1998), corroborando com os dados obtidos por Conolly (1986).

A partir de uma avaliagdo da pesca de camardes realizada nas regides sudeste e sul do
Brasil entre os anos de 1965 e 1999, constatou-se uma absoluta necessidade de aprimoramento
do controle estatistico da atividade pesqueira, em termos de sustentabilidade dos estoques
naturais e do estabelecimento de periodos especificos de defeso (D’INCAO et al., 2002). A pesca
desordenada conduz a uma alteracdo nas relacdes predador-presa, desequilibrando a estrutura
funcional das comunidades bentonicas e a utilizagao de seus recursos (ALVERSON et al., 1994).
Isso nos mostra a necessidade de implementagdo de politicas de protecdo e uso sustentavel dos

estoques naturais de camardes marinhos, bem como uma maior adequacdo regional para que as

11



necessidades dos pescadores sejam obtidas, com conseqiiente sustentabilidade dos recursos

pesqueiros (PINHEIRO, 2004).

1.3. Rimapenaeus constrictus como objeto de estudo

Os camardes encontram-se divididos em trés grandes grupos: os Caridea e os
Stenopodidea, pertencentes a subordem Pleocyemata e os Penacidea, subordem
Dendrobranchiata, ordem Decapoda. Dentro desses grupos existem aproximadamente 2500
espécies descritas, com ampla variagdo de tamanho (PEREZ-FARFANTE, 1988).

A espécie Rimapenaeus constrictus (STIMPSON, 1874) (Figuras 2A e 2B),
anteriormente descrita como Trachypenaeus constrictus, pertence a superfamilia Penaeoidea,
familia Penaeidae, a qual inclui as espécies de camardes marinhos mais conhecidas, entre elas,
algumas de elevado valor comercial. Outras, porém, constituem itens alimentares importantes
para varias espécies da fauna marinha, contribuindo para o equilibrio trofico desse ambiente. Os
camardes peneideos sdo encontrados principalmente em ambientes estuarinos e costeiros em
profundidades menores do que 100 metros (COSTA, 2002).

Segundo Dall et al. (1990), representantes da familia Penacidae apresentam uma
seqiiéncia de desenvolvimento ontogenético similar: uma fase larval planctonica, que inclui os
estagios de nauplius, protozoas, misis e pos-larvas, uma fase juvenil e uma adulta, podendo

ocupar diferentes habitats durante o seu ciclo de vida.
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Figura 2: Fotografia de dois espécimes de R. constrictus recém capturados. Fotos de (A) Thiago Buosi Silva e (B)

Costa et al., 2003.

A espécie R. constrictus ¢ distribuida na costa do Atlantico Ocidental, podendo ser
encontrada desde Nova Scotia, no Canada, até Santa Catarina (Brasil) (PEREZ-FARFANTE;
KENSLEY, 1997) (Figura 3). Ecologicamente, sua distribuicdo estd relacionada com fatores

ambientais, tais como tipo de sedimento e temperatura (COSTA; FRANSOZO, 2004a).

Trachypenaeus (Rimapenaeus) constrictus Stimpson, 1874

Figura 3: Distribui¢do da espécie Rimapenaeus constrictus, segundo Dall, 1990.
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R. constrictus se caracteriza por ocupar, preferencialmente, sedimentos heterogéneos
(COSTA, 2002), como substratos com conchas e lama misturada com cascalho (BRUSHER et
al., 1972; WILLIAMS, 1984; D'INCAO, 1995). Alguns autores a descrevem como associadas a
fundo com muita matéria organica (PINHEIRO, 2004), outros, porém, acreditam que a
quantidade de matéria organica no sedimento nao interfere na distribui¢do dessa espécie
(COSTA; FRANSOZO, 2004a).

Sua distribuicdo vertical ¢ bastante ampla, sendo encontrada principalmente em aguas
rasas, por volta dos 30 metros de profundidade (WILLIAMS, 1984; D’INCAO, 1995). Estudos
realizados na regido de Ubatuba e Caraguatatuba (Sao Paulo, Brasil) relataram uma maior
incidéncia de individuos entre 20 e 25 metros (PINHEIRO, 2004). Costa ¢ Fransozo (2004a), no
entanto, realizando algumas andlises na regido de Ubatuba, demonstraram que esta espécie
parece ser mais abundante em profundidades menores do que 10 metros durante o inverno e
primavera e em profundidades acima de 10 metros apenas no verao e outono.

Apesar de R. constrictus ndo ser explorada comercialmente, devido ao seu pequeno
tamanho, esta espécie tem papel ecologico importante, uma vez que compde uma parte
significativa da cadeia trofica em sua area de distribuicio (COSTA; FRANSOZO, 2004b).
Alguns estudos relatam taxas diferentes de crescimento entre os sexos, em geral, comuns entre
os Peneideos (BOSCHI, 1969).

Seu periodo de reprodugdo ¢ continuo ao longo do ano, com atividade reprodutiva mais
intensa nos meses de verdo e menos intensa durante o inverno (COSTA; FRANSOZO 2004b).
Seu ciclo reprodutivo ¢ considerado como “Tipo 3” por Dall et al. (1990), no qual o
acasalamento ¢ a desova ocorrem em aguas abertas (offshore), enquanto o recrutamento dos
jovens ocorre em areas proximas a costa (inshore). Essa classificagdo diverge de alguns dados
encontrados na literatura. Costa e Fransozo (2004b) encontraram individuos em idade
reprodutiva tanto proximo quanto longe da costa, enquanto Bauer e Lin (1994) relataram que

individuos juvenis e adultos podem ser encontrados em aguas costeiras.
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Em contraste a maioria das espécies de Peneideos, individuos adultos de R. constrictus
vivem preferencialmente em aguas de alta salinidade, geralmente maior que 30%. (BRUSHER et
al., 1972; WILLIANS, 1984; BAUER; LIN, 1994; COSTA; FRANSOZO, 2004a). Suas pos-
larvas também preferem salinidades relativamente altas, ocorrendo, em geral, em locais
protegidos, proximos a costa (DALL et al., 1995).

Devido a sua baixa incidéncia, esta espécie foi considerada como um contribuinte
acidental em arrastos realizados na regido da Baia de Fortaleza (Ubatuba — SP) (FRANSOZO et
al., 2002). Estudos posteriores, porém, estdo demonstrando que este ¢ o quinto camardo mais
abundante na regido de Ubatuba (COSTA, 2002; PINHEIRO, 2004) e de Caraguatatuba
(PINHEIRO, 2004). Segundo Criales et al. (2000), R. constrictus corresponde a 1,7% da fauna

de peneideos encontradas na Florida, EUA.

1.4. Areas de estudo

Ressurgéncia costeira ¢ um fendmeno importante dentre os processos de circulagdo sobre
a plataforma continental (CARVALHO et al., 2003). Embora cubram menos de 1% da superficie
total dos oceanos, as areas de ressurgéncia contribuem com 50% do estoque pesqueiro mundial
(RODRIGUES, 1973), uma vez que este evento atua sobre os mecanismos ecoldgicos de
produgdo, aumentando a produtividade biologica local (MESQUITA et al., 1989).

O mecanismo de geragdo da ressurgéncia costeira ¢, principalmente, associado a resposta
da circula¢do oceédnica ao padrao de ventos, que afasta a camada superficial e promove um
movimento ascendente junto a costa (CUSHMAN-ROSIN et al., 1983). A ressurgéncia do
sudeste brasileiro, que ocorre entre Cabo Frio e a Baia de Guanabara (23°01°S, 42°00°W) no
estado do Rio de Janeiro, ¢ um importante fendmeno conhecido por sua alta produtividade
decorrente do movimento sazonal de corrente ascendente. Este ocorre quando aguas profundas

frias vindas do Atlantico Sul (ACAS) com alta concentracao de nutrientes alcangam a superficie
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oceanica, causando um aumento na comunidade de fitoplancton (CARBONEL; VALENTIN,
1999). A temperatura de superficie do nucleo destes eventos pode ser até 10°C mais fria do que a
agua adjacente (RODRIGUES; LORENZZETTI, 2001).

Sua ocorréncia e intensidade estdo associadas a variagoes locais na velocidade ¢ direcao
do vento, topografia costeira e queda na batimetria (HEAD et al., 1996). Estudos realizados na
regido de Cabo Frio mostraram que a ressurgéncia ocorre nas estagdes de primavera e verao,
onde ventos nordeste persistem por varios dias, criando um gradiente espacial de nutrientes nas
condigdes oceanograficas (GUIMARAES; COUTINHO, 2000).

Além do aumento de nutrientes na regido, a ressurgéncia de Cabo Frio tem sido
reconhecida como um limite entre as regides Tropical e Temperada (BRIGGS, 1974), podendo
ainda apresentar-se como uma barreira fisica com potencial para separar populagdes de uma
mesma espécie (MAGGIONI et al., 2003), o que tem sido confirmado em alguns estudos
realizados com populacdes de camardes (D’INCAO, 1995; MAGGIONI et al., 2003, VOLOCH;
SOLE-CAVA, 2005).

Neste contexto geografico podemos caracterizar ou distinguir regides ao sul e ao norte
desta ressurgéncia como locais diferenciados em relagdo, principalmente, as suas caracteristicas

fisico-quimicas.

1.4.1. Ubatuba, Sdo Paulo

O litoral norte do Estado de Sao Paulo ¢ assinalado pela grande proximidade da Serra do
Mar em relagcdo ao oceano e apresenta uma linha costeira extremamente recortada, formando
enseada e baias, que apresentam caracteristicas de semiconfinamento (MAHIQUES, 1995). A
regido de Ubatuba ¢ caracterizada por ser transitoria entre a fauna tropical-subtropical e a
Patagodnica, as quais apresentam limite norte entre os Estados do Rio de Janeiro e do Espirito

Santo e limite sul entre Rio Grande do Sul e Uruguai (PALACIO, 1982).
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Sua enseada e arredores sdo altamente influenciados pela dindmica das aguas costeiras,
onde essa massa de agua ¢ assistida por altas temperaturas (maiores do que 20° C) e salinidade
inferior a 36 (CASTRO-FILHO et al,, 1987). Durante o verao ocorre a entrada de uma corrente
de 4gua fria vinda do Oceano Atlantico, a Agua Central do Atlantico Sul (ACAS), com
temperaturas sempre inferiores a 20° C. Esta corrente penetra intensivamente em aguas
profundas, alcangando zonas costeiras mais rasas. Essa dinamica leva a formacdo de uma
termoclina severa que pode ser o fator fisico mais importante, afetando a distribui¢do sazonal das

espécies da regido (COSTA; FRANSOZO, 2004a).

1.4.2. Guarapari, Espirito Santo

A morfologia da plataforma continental do Espirito Santo possui um aspecto bastante
heterogéneo devido a ocorréncia de embasamentos de naturezas distintas, tais como complexos
insulares (rochas igneas/metamorficas), recifes submersos e bancos de algas calcarias (CENTRO
DE CIENCIAS HUMANAS E NATURAIS — UNIVERSIADE FEDERAL DO ESPIRITO
SANTO, 2005).

A regido de Guarapari (ES), situada em uma regido de influéncia predominante do centro
de alta pressdo do Atlantico Sul, caracteriza-se por uma relevante heterogeneidade. Apresenta
uma fisiografia variavel e exerce importante influéncia na formagdo de barreiras que interferem
na hidrodindmica do Oceano Atlantico Sul Ocidental, podendo ainda gerar eventos transitorios
como ressurgéncias ou vortices ciclonicos, tal como o Vortice de Vitdria. Suas temperaturas
médias estdo entre 21 e 29°C e a precipitagao média anual entre 1300 e 1400 mm, com umidade
relativa do ar média proxima a 80%. As taxas médias de precipitagio mensais indicaram em
2004 um méximo de 194,3mm (dezembro) e um minimo de 51,3mm (agosto) (ALBINO et al.,

2005).
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1.5. Estruturacgéo populacional e métodos de analise

A mensuracdo das caracteristicas de um individuo, ou um grupo de individuos, pode
evidenciar o nivel de especiacdo induzido pelo conjunto das condigdes bidticas e abioticas, e
contribui para a definicdo dos possiveis estoques de sua espécie (PALMA; ANDRADE, 2002).
Populagdes podem ser distinguidas por diferentes caracteristicas fenotipicas ou genotipicas dos
seus individuos. Aquelas espécies que apresentam dois ou mais estoques distintos
(fenotipicamente ou genotipicamente) sao ditas estruturadas (ALLENDOREF et al., 1987).

A identificagdo de estoques e de populagdes € principalmente importante para espécies de
interesse comercial, pois com essa informagdo, programas de manejo para suas caracteristicas
particulares, como tempo de defeso, época de reproducdo, ciclo de desenvolvimento, entre
outros, podem ser gerenciados. Dessa forma pode-se garantir uma melhor sustentabilidade de
estoques a médio e longo prazo (PHILIPP et al., 1993).

As comparagdes morfométricas, andlises de eletroforese de proteinas e DNA tém se
mostrado métodos eficientes para analisar a estrutura de uma populagdo (RYMAN et al., 1984;
LESLIE; GRANT, 1990; FERGUSON et al., 1995, CREASEY, et al., 2000).

No caso das analises morfométricas, elas t€ém se mostrado uma metodologia bastante
empregada na separacdo de estoques naturais e também de cultivos. Em camardes peneideos as
medi¢des mais comuns sdo comprimentos de carapaca, abdomem e total e o peso humido. Nas
fazendas de aqiiicultura e industria de pescados costuma-se aferir principalmente o peso
corpdreo (para estimativas de taxa de crescimento, taxa de conversdo alimentar, peso comercial,
e produtividade). Por outro lado, taxonomistas, ecologistas e outros pesquisadores preferem
medidas de comprimento, as quais podem ser mais facilmente realizadas no campo e menos
susceptiveis a erros de precisdo (CHENG; CHEN, 1990; PRIMAVERA et al., 1998).

Em camardes, relagdes morfométricas de peso e comprimento tém sido efetuadas

principalmente em individuos adultos, o que torna os resultados enviesados quando extrapolados
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para os juvenis (DALL et al., 1990). PRIMAVERA et al., (1998) demonstraram que o estagio de
desenvolvimento ¢ a mais importante diferenga para relagdes comprimento-comprimento € peso-
comprimento em Penaeus monodon cultivados, o que ndo seria diferente quando extrapolados
para populagdes naturais. A fim de se determinar como essas relagdes mudam com o tamanho e
estagio de vida, uma grande quantidade de medidas, no entanto, devem ser realizadas (CHOW;
SANDIFER, 1991).

Embora medida morfométrica seja uma excelente ferramenta para separa¢ao de estoques
em ambientes naturais, estas apresentam certas limitagdes, j4 que animais com as mesmas
caracteristicas morfométricas podem ser frequentemente assumidos como pertencente a uma
unica populagdo (TZENG, 2004a). A melhor maneira de explicar a existéncia de diferengas
morfoldgicas entre populagdes ¢ através de realizagdo de analises multivariadas (THORPE;
LEAMY, 1983). Nesse tipo de abordagem a morfologia apresenta dois componentes
independentes: o tamanho e a forma (BOOKSTEIN et al., 1985), sendo que a maioria da
variabilidade observada em um conjunto de medidas multivariadas deriva do tamanho
(JUNQUERA; PEREZ-GANDARAS, 1993).

Segundo Cadrin (2000), fungdes discriminantes podem ser aplicadas a dados
morfométricos de amostras heterogéneas para se desenhar os limites dos estoques. Analises
multivariadas de caracteres morfométricos constituem-se em poderosas técnicas para avaliar a
variagdo espacial dos estoques, uma vez que podem fornecer informagdes complementares
aquelas informagdes derivadas de estudos bioquimicos, fisiologicos e de ciclo de vida. Estas
analises tém fornecido interessantes resultados em relagdo a estrutura de diferentes espécies
marinhas (SCHAEFER, 1989). Tendo em vista que as condigdes fisico-quimicas do ambiente
sdo variaveis importantes no crescimento dos individuos de uma populagdo, inimeras técnicas
univariadas e multivariadas podem ser empregadas para remover o efeito do tamanho nos
resultados de estudos de estruturagdo. Duas dessas técnicas sdo analise de regressdo e métodos

alométricos (TZENG, 2004a).
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Na literatura encontramos inumeros trabalhos que investigam a estruturagdo de
populagdes de diferentes espécies através de dados morfométricos. Molina et al. (2006)
encontraram diferencas entre populagdes de peixes costeiros e continentais da familia
Pomacentridae, através de analise multivariada de caracteristicas morfologicas. Silva (2003)
apontou, através de dados morfométricos, que populacdoes de sardinha do Mediterraneo
Ocidental e do nordeste do Atlantico estdo estruturadas. Populagdes de peixes da familia
Sparidae do Atlantico e do Mediterrdneo se mostraram, através de estatisticas multivariadas e
univariadas, estruturadas (PALMA; ANDRADE, 2002). Nao foi diferente com aranhas do
género Homalonychus em um estudo realizado no Estado da Califérnia, Estados Unidos da
América (CREWS; REDIN, 2006).

Diversos trabalhos também tém avaliado os niveis de diferenciacdo entre as populagdes
de diferentes espécies de camardes (LESTER, 1979; SARDA et al., 1998; AUBERT;
LIGHTNER, 2000; TZENG; Yeh, 2002; SUPUNGUL et al., 2000; GARCIA-MACHADO et al.,
2001; BALL; CHAPMAN, 2003; MCMILLEN-JACKSON; BERT, 2003; BORRELL et al.,
2004; TZENG, 2004a; VALLES-JIMENEZ et al., 2005). No Brasil sdo poucos os estudos
voltados ao entendimento da estrutura das populagdes ocorrentes na nossa costa (MAGGIONI et
al., 2003; GUSMAO et al., 2005; VOLOCH; SOLE-CAVA, 2005) e desses, nenhum aborda a
espécie R. constrictus. Desta forma, estudos que investiguem as populagdes do camardo R.
constrictus sdo de extrema importancia para se implementar politicas de manejos sustentaveis

para esta importante espécie de camarao marinho.

1.6. Genética da Conservacado e Marcadores Moleculares

A determinacdo da variabilidade genética com o auxilio de marcadores moleculares pode

fornecer diferentes niveis de informagdes, como estrutura de populacdo, nivel de fluxo génico,
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relagdes filogenéticas, padrio de biogeografia historica e também grau de parentesco (FERAL,
2002).

Marcadores moleculares sdo definidos como todo e qualquer fendtipo molecular
proveniente de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA. Eles podem ter
utilizado como pontos de referéncia nos cromossomos ¢ podem ser detectados por diferentes
métodos de analise molecular. A fung¢do de um marcador, bem como de sua seqiiéncia de
nucleotideos, é geralmente desconhecida, embora em alguns casos, como por exemplo de genes
conhecidos, possa se ter conhecimento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os genomas eucarioticos sdo providos de uma grande gama de diferentes classes de
seqiiéncias repetidas de complexidades distintas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Entre
estas, podemos citar as Seqiiéncias Simples Repetidas ou (“Single Sequence Repeats” - SSR),
descritas primeiramente por Tautz e Renz (1984) e posteriormente denominada de
microssatélites por Litt e Luty (1989). SSRs s3o seqiiéncias nucleotidicas curtas (com 1 a 6
nucleotideo de comprimento) repetidas em tandem e representam hoje a classe mais polimorfica
de marcadores moleculares. Devido sua ampla distribuicio no genoma de diferentes
organismos, seu alto grau de polimorfismo, do padrao de heranga Mendeliana e por se tratarem
de marcadores co-dominantes, permitindo a identificagdo dos heterozigotos, estes microssatélites
vém sendo utilizados em diferentes populacdes com o proposito de avaliar niveis de
variabilidade, distdncia e estruturagdo genética dentro de sua espécie (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

O polimorfismo nos microssatélites ¢ dado pela sua taxa de mutagdo (SCHUNG et al.,
1997; ZANE et al, 2002), que podem variar de acordo com o tipo de repeti¢ao (di, tri, tetra, penta
ou hexanucleotidica) e entre grupos taxondmicos (GOLDSTEIN; SCHOTTERER, 1999). O
tamanho dos alelos pode também influenciar em seu polimorfismo, sendo os maiores mais

propensos a sofrer mais variagdes do que os menores. (SCHLOTTERER et al., 1998).
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A alta taxa de polimorfismo desses locos pode ser explicada, principalmente, pelo
pareamento errado apos o deslizamento ou s/ippage da DNA polimerase durante a replicagao
(LEVINSON; GUTMAN, 1987) ou pelo crossing-over desigual (SMITH, 1976). No primeiro
caso, as duas fitas se separam durante a sintese de DNA e ao se realinharem podem o fazer
erroneamente, formando algas (FRANCISCO, 2005), que podem ser corrigidas através do
mecanismo celular de reparo. Eventualmente, porém, algumas dessas algas podem ndo ser
reparadas, resultando em ganho ou perda de uma ou mais unidade repetitiva (BACHTROG et al.,
2000; HARR et al., 2000; KRUGLYAK et al., 2000).

Geralmente SSRs tém sido isoladas e caracterizadas através da construcdo de bibliotecas
genOmicas parciais, utilizando-se sondas de seqiiéncias repetitivas (RASSMANN et al., 1991).
Métodos complementares como o de enriquecimento e utilizagao de esferas magnéticas também
vém sendo amplamente utilizadas (HAMILTON et al., 1999).

Um vasto nimero de locos microssatélites ja foi isolado e caracterizado no DNA de
diferentes organismos, para diferentes aplicabilidades. Em peneideos, as primeiras seqiiéncias
microssatélites descritas no genoma de peneideos datam da década de 90 (BAGSHAW;
BUCKOLT, 1995). Eles identificaram quatro microssatélites na espécie Litopenaeus vannamei
(dois dinucleotideos perfeitos, um trinucleotideo perfeito e uma seqiiéncia composta, contendo
repeticdes di e trinucleotidicas). Em seguida, uma seqiiéncia pentanucleotidica perfeita,
associada as regioes de DNA satélite, também foi identificada no genoma dessa mesma espécie
(BAGSHAW; BUCKHOLT, 1997). Embora os autores tenham afirmado que estas seqiiéncias
poderiam ser uteis em estudos populacionais € de mapeamento genético, estes nunca efetuaram a
validacdo dos locos.

O genoma dos peneideos parece ter repeticoes microssatélite muito longas, dificultando a
clonagem e o seqlienciamento de SSRs que possuam ambas as regides flanqueadoras (FREITAS
et al, 2007). Algumas compara¢des demonstraram que microssatélites encontrados em

peneideos (TASSANAKAJON et al., 1998; CRUZ et al., 2001) tém aproximadamente o dobro
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do tamanho dos encontrados em outros grupos animais (ESTROUP et al., 1993; BROOKER et
al., 1994), podendo, em alguns casos, ser quatro ou até cinco vezes maiores.

A primeira validagdo de um loco microssatélite (M1) em camardes peneideos ocorreu
somente em 1997, por Wolfus et al. (1997). Este loco, também descrito para espécie L.
vannamei, se mostrou eficiente para estimar os niveis de variabilidade genética de diferentes
populagdes, incluindo animais SPF (Specific Pathogen Free) livres de patogenos especificos, €
estabelecer marcas genéticas especificas. Posteriormente, Tassanakajon et al. (1998) e Ball et al.
(1998) validaram, respectivamente, dois e quatro locos microssatélites no genoma do camarao
tigre P. monodon, ¢ Xu et al. (1999) descreveram 4 locos microssatélites polimorficos para esta
mesma espécies de camardo. Em 1999, Moore et al. (1999) descreveram dois locos eficientes
para espécie M. japonicus.

Entretanto, até meados de 2000, apenas 31 SSRs tinham sido identificados e validados
para Peneideos. Este numero, porém, vem aumentando significativamente nos ultimos anos
(FREITAS et al., 2007). Até junho de 2006 haviam sido publicados em revistas indexadas e no
Genbank 304 microssatélites polimérficos ndo-mononucleotideos, descritos para 13 espécies de
camardo peneideos: Farfantepenaeus notialis (ROBAINAS et al., 2002; ROBAINAS et al.,
2003), F. paulensis e F. subtilis (MAGGIONI; ROGERS 2002), F. chinensis (WANG et al.,
2005), F. merguiensis (WANNA et al., 2004), Litopenaeus schmitti (ESPINOSA et al., 2001;
MAGGIONI et al., 2003; BORRELL et al., 2004), L. setiferus (BALL et al., 1998), L. stylirostris
(VONAU et al., 1999; BIERNE et al., 2000), M. japonicus (MOORE et al., 1999), P. esculentus
(MEADOWS et al., 2003), P. monodon (XU et al., 1999; PONGSOMBOON et al., 2000;
BROOKER et al., 2000; XU et al., 2001; WUTHISUTHIMETHAVEE et al., 2003; PAN et al.,
2004); L. vannamei (WOLFUS et al., 1997; CRUZ et al., 2001; MEEHAN et al., 2003; PEREZ
et al., 2005).

Resultados de “cross-amplification”, onde SSRs sdo amplificados a partir de primers

primeiramente descritos para outras espécies, eram também praticamente inexistentes, sendo
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limitados a poucos locos descritos para L. vannamei, que foram também eficientes em
Rimapenaeus byrdi (=Trachypenaeus byrdi) e Litopenaeus stylirostris (PEREZ et al., 2005).
Mais recentemente, estas analises vém sendo incluidas nos trabalhos de descri¢do de SSRs.
Freitas et al. (2006) desenvolveram oito novos locos microssatélites polimorficos em L.
vannamei, que também foram testados em amplificagdes heterdlogas em outras espécies de
peneideos. Dentre os oito locos testados, dois amplificaram em L. schimitti um em F.
brasiliensis, dois em F. paulensis, quatro em X. kroyeri e quatro em R. constrictus. Tais locos
poderao ser uteis para realizar analise comparativas, entre outras.

Grande parte dos estudos com marcadores moleculares em camardes esta voltada para a
identificacdo de estoques estruturados e analises de variabilidade genética (SUPUNGUL et al.,
2000; AUBERT; LIGHTNER, 2000; BORRELL et al., 2004). Em populagdes naturais,
especificamente no Brasil, as diferenciagdes encontradas, até o momento, vém sendo atribuidas
ndo s6 a biologia das espécies (GUSMAO et al,, 2005), mas também ao fenomeno da
ressurgéncia de Cabo Frio, no Rio de Janeiro, onde a estruturagdo populacional do camarao L.
schmitti foi observada em alguns estudos (D’INCAO, 1995; MAGGIONI et al., 2003). Voloch e
Solé-Cava (2005), em estudos conduzidos com a espécie X. kroyeri, utilizando aloenzimas,
verificaram que a populacdo da costa do estado de Sao Paulo se diferenciou significativamente
das populagdes do Rio de Janeiro e do Espirito Santo, atribuindo essa diferenca também a
influéncia do fendmeno ressurgéncia.

Dentro desse contexto, a utilizacdo de marcadores moleculares pode ser eficiente para a
caracterizagdo de estruturacdo genética em populagdes de camardes, incluindo a espécie R.
constrictus.

Estas analises podem auxiliar na identificagdo de wunidades populacionais ou

potencialmente evolutivas e na conservagdo de espécies de ambientes marinhos.

24



2. OBJETIVOS

Considerando o exposto, o presente estudo teve como foco a seguinte questdo: ha
estruturacdo em populagdes de camardo Rimapenaeus constrictus localizadas acima e abaixo da
ressurgéncia de Cabo Frio (Rio de Janeiro), considerada uma importante barreira geografica para
as diversas espécies da fauna marinha? Para tanto estabelecemos como o objetivo geral desse
trabalho acessar a variabilidade genética e morfométrica da espécie R. constrictus e contribuir

com informacgdes Uteis para politicas de conservagdo da espécie. Foram objetivos especificos:

e Prospectar e caracterizar marcadores microssatélites no genoma da espécie Rimapenaeus
constrictus, através da utilizagdo da metodologia que emprega o uso de esferas
magnéticas, visando disponibilizar marcas potencialmente uteis para estudos genéticos e

de conservacao desta importante espécie de camarao;

e Determinar os niveis de diversidade e diferenciacdo genética em diferentes populagdes de

R. constrictus, no litoral sul do Estado de Santa Catarina ¢ ao norte do Estado de Sao

Paulo;

e Avaliar a existéncia de diferenciagdo populacional através de dados morfométricos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencdo do material biolégico

A coleta do material foi realizada ao Norte do litoral do Estado de Sao Paulo, na regidao

de Ubatuba (23°26’S, 45°02°W) ¢ ao Sul do litoral do Espirito Santo (20°38’S, 40°26°W),

separados linearmente por aproximadamente S60Km (Figuras 4A e 4B).

Figura 4: Pontos de coleta. A) enseada de Ubatuba (SP) ¢ B) enseada de Guarapari (ES) (Fonte: Google Earth).

As coletas foram realizadas por barcos camaroeiros equipados com duas redes tipo
“mexicana” com distancia entre-nés de 20 mm na panagem e 15 mm no ensacador. Foram
coletados 41 exemplares em Ubatuba e 15 em Guarapari. Os espécimes foram acondicionados
em tambores equipados com sistema de aeracdo até sua manipulacdo (Figura 5A). Cada
individuo foi pesado em dinamémetro com carga maxima de 30 gramas e variacdo de 0,25
gramas ¢ medido com paquimetro de precisdo para estudos biométricos e devidamente
etiquetados para conservagdo (Figuras 5B e 5C). Fracdes da musculatura abdominal foram

retiradas e fixadas em alcool etilico absoluto para posterior extragdo de DNA (Figura 5D).

26



Figura 5: Manipulag¢do do material bioldgico recém coletado. A) acondicionamento em tanque aerado; B) pesagem;

C) medidas e D) tecido muscular para fixa¢ao em etanol.

Foram mensuradas o peso fresco (P), comprimento de cefalotérax (Lc), comprimento de
abdomem (La) e comprimento total (Lt). Os parametros de medida para Lc foram da
extremidade posterior da cavidade orbital até a margem posterior da carapaga; de La foi da
margem anterior da primeira pleura abdominal at¢ a margem posterior do télson; e de Lt da

extremidade posterior da cavidade orbital até a margem posterior do télson.

3.2. Extracdo e quantificacdo de DNA de tecidos solidos

O DNA total foi extraido utilizando-se duas técnicas distintas: a de Tampao Salino,
segundo o protocolo descrito por Aljanabi e Martinez (1997), com pequenas modificagdes e a de

Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico, descrita por Sambrook et al. (1989), também com
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modificacdes. O DNA foi quantificado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo
(10mg/mL) em propor¢ao de luL para cada 25mL de gel, utilizando-se um marcador de
fragmentos de tamanhos e concentra¢des conhecidos (Low DNA Mass Ladder™, Invitrogen Life

Technologies), como parametro de quantificacao.

3.2.1. Extracdo de DNA em tampado salino

Para extragdo de DNA de tecido s6lido, por¢des de 50-100mg da musculatura abdominal,
previamente fixadas em etanol absoluto, foram maceradas em nitrogénio liquido em Eppendorfs
de 2,0mL, com o auxilio de pistilos de vidro. O material foi homogeneizado em 400 pL de
tampao salino composto de cloreto de sdédio (NaCl) 0,4 M, Tris acido cloridrico (Tris-HCI) 10
mM pH=8,0 e 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) pH=8,0 a 0,2mM. Posteriormente 40
puL de Sulfato duodecil de sddio (SDS) 20% (Cf=20%) e 8 pL de Proteinase K 20mg/mL
(Cf=400 pg/uL) foram adicionados as amostras, que foram agitadas e incubadas em banho-maria
a 55-60°C por duas horas e meia.

Apos esta primeira etapa, 300uL de NaCl 6M foram adicionados e a solugdo foi
homogeneizada em “vortex” por 30 segundos a velocidade maxima e centrifugada por 30
minutos a 13.000rpm. O sobrenadante foi entdo transferido para um outro tubo, onde recebeu
igual volume de alcool isopropilico, sendo incubado a —20°C por 1 hora para precipitagdo do
material genético.

Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 13.000rpm. O
pellet formado foi lavado com 300uL de etanol 70% e essa nova mistura foi centrifugada
novamente por mais cinco minutos. Para finalizar, o DNA foi seco em estufa a 32°C e foi

ressuspendido em 70uL de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM).
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3.2.2. Extracdo de DNA em Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico

Da mesma maneira do método anterior, por¢goes de 50-100mg da musculatura abdominal
foram maceradas em nitrogénio liquido em eppendorfs de 2,0mL, com o auxilio de pistilos de
vidro. Entretanto, a solugcdo de digestdo utilizada nesse método foi composta por NaCl 1,4 M,
Tris-HC1 0,01M pH=8,0, EDTA pH=8,0 a 0,imM, RNAse 100ug/mL e SDS 0,1%. A cada
amostra foi acrescentado 1mL dessa solucdo, que foi incubada em banho-maria a 37° C por 1,5h.
Terminada essa fase, as amostras receberam 10uL de Proteinase K 100ug/mL e retornaram ao
banho-maria por mais duas horas, porém, dessa vez a 55° C. Em seguida foi acrescentado igual
volume de solucdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (50:48:2) e os tubos agitados por 20
minutos. O material foi centrifugado a 10.000rpm por 15 minutos ¢ o sobrenadante transferido
para um novo tubo. NaCl 1M e dois volumes de etanol absoluto gelado foram acrescentados, os
tubos foram suavemente agitados e depois incubados a -20° C overnight para precipitagdo do
DNA. Em seguida o material incubado foi centrifugado a 10.000rpm por 10 minutos e o
sobrenadante descartado. Uma lavagem em 200uL de alcool 70% (gelado) por 5 minutos em
centrifuga a 10.000rpm foi efetuada e o sobrenadante foi novamente descartado. O DNA
permaneceu em estufa a 34° C para secagem e foi, posteriormente, ressuspendido em 70uL de

TE.

3.3. Isolamento dos locos de microssatélites

3.3.1. Método de enriqguecimento com beads magnéticos

O isolamento dos locos microssatélites foi realizado através da construcdo de uma
biblioteca genoOmica, parcialmente enriquecida, para a espécie em estudo, seguindo-se a

metodologia proposta por Hamilton et al. (1999). Essa técnica ¢ baseada na captura de
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fragmentos de DNA que eventualmente contenham locos microssatélites, utilizando-se sondas
biotiniladas de seqiiéncias repetitivas conhecidas e depois recuperadas utilizando-se beads
magnéticos marcados com estreptavidina (Streptavidin Magnesphere Paramagnetic Particles™,
Promega). Aqueles fragmentos de DNA que apresentam seqiiéncias repetitivas e se hibridizam
com as sondas que se ligam, posteriormente, as esferas magnéticas, devido a afinidade entre a
biotina e a estreptavidina. Estas particulas sdo capturadas em uma coluna magnética equipada
com um imd. Os demais fragmentos s3o, entdo, eliminados apds lavagens sucessivas. Esses
fragmentos enriquecidos podem ainda ser amplificados via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se primers que se “anelam” a oligonucleotideos ligados a ambas as
extremidades de cada fragmento, o que torna possivel também sua clonagem em vetores

especificos com terminagdes TA.

3.3.2. Digestdo do DNA e licacdo aos oligonucleotideos

Inicialmente, 2 amostras com aproximadamente 2 pg de DNA de um unico individuo
foram digeridas separadamanete com as enzimas de restricdo Rsa I e Bstu I (GE Healthcare),

conforme descrito abaixo:

0,25uL BSA (100x)

0,25uL  NaCl 5M (Cf 50mM)

2,5ulL Tampao 2

1,0pL RSATouBSTUI

1,0ul Xmn |

20,0puL DNA genomico*

25,0uL Volume final
*200mg/uL
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As solugdes de digestdo com as enzimas Rsa I e BstU I foram mantidas a 37°C e 48°C,
respectivamente, por 16h. O DNA digerido foi aplicado em gel de agarose (1%) e os fragmentos
com tamanhos entre 300 e 900 pb foram eluidos, utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega).

No passo seguinte os fragmentos de DNA foram ligados, em ambas as extremidades, a

oligonucleotideos de dupla fita fosfatados (/inkers), cujas seqiiéncias sdo discriminadas abaixo:

5" -GTT TAA GGC CTA GCT AGC AGA ATC- 3’
3" -CAA ATT CCG GAT CGA TCG TCT TAG- 5" + (4P)

Esses linkers tém a fun¢do de disponibilizar sitios de anelamento para os primers das

reacdes de PCR subseqiientes e foram ligados conforme a reagdo abaixo descrita:

TulL Super SNX Linker (dupla fita)
1,5 uL 10x tampao da DNA ligase
2,0 uL DNA ligase

4,5 uL agua Milli-Q

15,0 uL Volume final

Todo o produto purificado ¢ adicionado e incubado a 16° C overnigth.

3.3.3. Ligacdo das sondas biotiniladas

Os fragmentos de DNA contendo os oligonucleotideos foram hibridizados a um conjunto
de oito sondas biotiniladas de seqiliéncias repetitivas para microssatélites tetranucleotideos. Sao
elas: (AAAC)s (AAAG)s (AATC)s (AATG)s (ACCT)s (ACAG)s (ACTC)s e (ACTG)s, Essa
reacdo foi feita em termociclador (PTC-200, MJ Research), programado para uma desnaturacao
inicial de 95° C por 5 minutos e depois uma queda abrupta para 70° C. Dai em diante houve

sucessivas quedas de 0,2° C a cada cinco segundos por 99 vezes consecutivas até atingir a
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temperatura de 40° C. A reacao foi finalizada e permanece a 15° C. A solugdo de hibridizacao

utilizada para essa reacao estd abaixo descrita:

25,0 uL 2x Solugdo de hibridizagao (12x SSC, 0,2% SDS)

5,0 uL Sondas de microssatélites biotiniladas (mix com 10 pM de

cada sonda)
10,0 uL DNA ligado aos linkers
10,0 L Agua Milli-Q

3.3.4. Captura dos fragmentos

A captura foi realizada com o Kit Streptavidin Magnesphere Paramagnetic Particles™",

(Promega) conforme especificagdes do fabricante.

3.3.5. Amplificacdo dos fragmentos de DNA enriquecidos

Essa etapa foi realizada com o intuito de aumentar, por PCR, o nimero de fragmentos de

DNA previamente enriquecidos. Para tanto utilizamos primers com seqiiéncias complementares

as dos linkers. As condi¢des para essa reacdo seguem abaixo:

2,5uL
2,5ul
1,3 uL
1,5 puL
1,0 uL
14,0 uL
0,2 uL
2,0 uL

10x Tampao PCR

BSA

Super SNX-24* (10 uM — C£ 0,5 uM)
dNTP (2,5mM — Cf 150 uM)

MgCl, (50mM — Cf 4mM)

Agua Milli-Q

Taq DNA polimerase

DNA com linkers

25,0 uL

Volume final

* seqiiéncia do primer do linker: 5 GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC 3’
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Essa reagdo foi feita também em termociclador (PTC-200, MJ Research), programado
para uma desnaturacgao inicial de 95° C por 2 minutos, seguidas por 25 ciclos de 20 segundos a
95° C, 20 segundos a 60° C e 1,5 minutos a 72° C. Terminados os ciclos, as amostras

permaneceram a 72° C por meia hora e depois a 15° C por tempo indeterminado.

3.3.6. Clonagem do DNA e Ligacdo

O produto de PCR da amostra de DNA enriquecido foi clonado utilizando-se o kit

pGEM®-T Easy Vector System I (Promega), de acordo com as especificagdes do fabricante.

3.3.7. Mini-preps

Apods serem plaqueadas em meio sélido, as coldnias recombinantes (clones positivos)
foram transferidas para placas Megatiter de 96 orificios com auxilio de palitos de madeiras
previamente esterilizados. Esses palitos foram mergulhados separadamente nos orificios da
placa, contendo meio liquido. Para realizagdo das mini-preps seguiu-se um protocolo padrdo
utilizando-se fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Uma réplica das placas foi feita em placas
(ELISA) e armazenadas em freezer -80 ° C.

Em seguida, aliquotas de 3,0 uL. dos produtos de PCR foram aplicadas em gel de agarose

a 1% e os insertos com tamanho entre 300 e 900 pb foram escolhidos para serem seqiienciados.

3.3.8. Reacdo de Seqiienciamento

O DNA obtido através das mini-preps das colonias foi amplificado em termociclador

PTC-100 (MJ Research) utilizando-se os primers M13 Forward (5'- CCC AGT CAC GAC GTT
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GTA AAA CG -3") e M13 Reverse (5'- AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG -3),

conforme a reagao abaixo descrita:

2,0 ul  Save Money *
2,0ul  ET Dye
1,0 uL  Primer M13 (10pmol/ puL)
1,0 uL  Agua Milli-Q
* Mix: 200mM Tris pH 9.0 (12,114g); SmM MgCl, (0,51g) e S00mL agua

Para essa reacao o termociclador foi programado para uma desnaturagdo inicial de 96° C
por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 20 segundos a 95° C, 15 segundos a 50° C e 1 minuto a
60° C. Terminados os ciclos as amostras permaneceram a 4° C até serem utilizadas na proéxima
etapa.

Um total de 46 clones foram seqilienciados em seqiienciador automatico ABI 377
(Applied Biosystems Inc.), no Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Genética
e Evolucao da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), de responsabilidade do Prof. Dr.
Flavio Henrique da Silva, utilizando-se o kit DYEnamic™ Terminator Cycle Sequencing (GE
Healthcare), conforme especificagdes do fabricante. Uma segunda aliquota de 46 clones foi
enviada para seqiienciamento em MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare) do Centro de Estudos do
Genoma Humano, setor de andlise de Microssatélites da Universidade de Sao Paulo (USP),
utilizado o Kit DYEnamic ET Dye Terminator Kit , com Thermo Sequenase™ II DNA

Polimerase (Amersham Biosciences), conforme especificagdes do fabricante.

3.3.9. Desenho dos primers

As seqiiéncias recebidas de ambos os laboratorios foram submetidas a diferentes

softwares, para o devido desenho dos primers. O primeiro software a ser usado foi o GENE
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RUNNER 3.05 (Hastings Software Inc.). Com o auxilio desse programa conseguimos retirar as
seqliéncias do plasmidio e dos linkers. O proximo passo foi encontrar as regides repetitivas
(microssatélites) nas seqiiéncias que possuiamos. Para isso utilizamos o programa TANDEM
REPEATS FINDER (BENSON, 1999). Em seguida os primers puderam ser desenhados nas regioes
flanqueadoras através do programa PRIMER 3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000). Possiveis
problemas que podem ser gerados por dimeros, loopings e hairpins de primers foram

minimizados através da analise das seqliéncias no programa GENE RUNNER 3.05.

3.4. Caracterizacdo dos locos de microssatélites

3.4.1. Teste de temperatura de anelamento dos primers

O primeiro passo realizado em laboratorio para amplificagdo dos locos microssatélites
caracterizados foi testar os primers estabelecidos em rea¢des de PCR em diferentes temperaturas.
Essa etapa, que visa encontrar a temperatura 6tima de anelamento dos primers a sua regido
complementar do DNA, foi em Termociclador de Gradiente (Eppendorf Mastercycler Gradient).
Nesse aparelho pudemos testar uma variacdo de 12 diferentes temperaturas em uma unica

reagdo, que se segue:

I,5uL  1x PCR buffer *
0,9 uL  MgCl, (25mM)
2,0 ul.  dNTP (1,25mM)
1,0 uL  Primer Reverse (8§pmol)
1,0 uL  Primer Forward (2pmol)
1,0 uL.  Primer M13 Forward (§pmol)
0,1 uL.  Taq Dna polimerase (0,5 un.)
6,5uL  Agua Milli-Q
1,0uL  DNA (50mg)
15,0 uL Volume final
* PCR buffer: Tris-HCI 200mM pH&8,4 ¢ KCI 500mM (Invitrogen Life Technologies)
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Assim como nas demais amplificacdes o termociclador foi programado para uma
desnaturagao inicial a 95° C por 5 minutos. Entretanto, nesse passo e nas demais amplificagdes,
trabalhamos com dois ciclos. O primeiro ciclo, do par de primers que testamos (94° C por 30
segundos, 56° C + 8 por 45 segundos e 72° C por 45 segundos) foi repetido 35 vezes. O segundo
ciclo, do M13 (94° C por 30 segundos, 53° C por 45 segundos ¢ 72° C por 45 segundos), foi
repetido oito vezes. Passadas essa etapas, o termociclador permaneceu a 72° C por 10 minutos e
segue a 4° C até a retirada das amostras.

O produto desta reacao foi verificado em eletroforese horizontal em gel de agarose 1% e
visualizado em transluminador de luz ultra-violeta. Quando necessario esses géis foram

fotografados por sistema de captura de imagem e registrados pelo programa KODAK 1D 3.5.

3.4.2. Amplificacdo e validacdo dos locos microssatélites

Os primers desenhados para os locos microssatélites foram utilizados em reagdes de PCR
em amostras de 35 espécimes provenientes da Enseada de Ubatuba, Estado de Sao Paulo. Nessas
reacdes acrescentamos a cada amostra um primer forward com seqiiéncia extra (“cauda”)
universal do fago M13 (TGT AAA ACG ACG GCC AGT), que foi utilizado, posteriormente,
para incorporacao de um fluor6foro especifico € um primer reverse (SCHUELKE, 2000).

Definida a temperatura de anelamento 6tima de cada par de primers, suas amplificagdes
foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ-Research). Tanto o mix de PCR, quanto o
programa no termociclador de gradiente foram aqui repetidos, porém, com apenas uma
temperatura de anelamento. Os produtos de amplificacdo foram primeiramente visualisados em
gel de agarose 3%, corados com brometo de etideo e comparados a um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (pb) (Invitrogen Life Technologies). Os locos que ndo se
mostraram polimodrficos em agarose foram aplicados em gel de poliacrilamida 6% em cuba de

seqiienciamento vertical e posteriormente corados com nitrato de prata (COMINCINI et al.,
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1995) para visualizacdo. Nessa corrida eletroforética utilizamos um marcador de peso molecular

de 10pb (Invitrogen Life Technologies).

3.4.3. Genotipagem dos individuos

Reagoes de PCR, utilizando-se 30 individuos da Enseada de Ubatuba e 15 individuos da
Enseada de Guarapari, foram realizadas utilizando-se cinco pares de primers para os locos de
microssatélites isolados nesse trabalho (Rc01, Rc02, Rc03, Rc04 e Rc05).

Para a genotipagem dessas amostras em sequenciador automatico, acrescentamos ao mix,
além dos 2 primesr anteriormente mencionados, um terceiro primr, marcado com a fluorescéncia
desejada (NED, HEX e 6-FAM; preto, verde e azul, respectivamente) e contendo a seqiiéncia
complementar a “cauda” M13 (SCHUELKE, 2000).

Essa reacdo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research) como descrita

abaixo:

1,5 uL 1x PCR buffer
0,9 uL MgCl, (25mM)
2,0 uL dNTP (1,25mM)
1,0 uL. Primer Reverse (8pmol)
1,0 uL Primer Forward (2pmol)
1,0 uL Primer marcado (8pmol) *
0,1 puL Taq Dna polimerase (0,5 un.)
6,5 uL Agua Milli-Q
1,0 uL DNA (50ng)
15,0 L Volume final

* NED, HEM ou 6-FAM

O programa utilizado no termociclador foi o0 mesmo descrito na etapa anterior, com a
temperatura de anelamento especifica para cada loco. Cerca de 3 puL do produto de PCR (3uL)

foi aplicado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (10mg/mL), para avaliar o
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padrao de amplificacdo dos locos testados. As imagens foram documentadas pelo sistema
KobpAK 1D 3.5. As amostras amplificadas foram devidamente acondicionadas e enviadas para o
Centro de Estudos do Genoma Humano, setor de analise de Microssatélites da Universidade de

Sdo Paulo (USP), para ser genotipado em MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare).

3.5. Andlises estatisticas

3.5.1. Analise da variabilidade genética

O Software GENEPOP 3.3 (RAYMOND; ROUSSET, 1995) foi utilizado para obtencao
das freqiiéncias alélicas, que foram posteriormemnte empregadas no calculo de outras
estimativas de variabilidade genética, dos possiveis desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg

(EHW) (p< 0,05), e das heterozigosidades esperada (Hg) e observada (Hp) para cada loco.

As estimativas do valor exato de p, para o desvio do EHW e deficiéncia de heterozigotos,
foram obtidas pelo algoritmo Cadeia de Markov-MonteCarlo (GUO; THOMPSON, 1992) (p<

0,05).

A diferenciacdo populacional foi estimada pelos indices de fixagcdo de Wright (1978) Fsr
e Fis para cada loco entre as populagdes de acordo com o método baseado em variancia de Weir
e Cockerham (1984), utilizando o software FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 2001). Esse mesmo
programa foi utilizado para calcular a significancia das estatisticas F, através de testes de
permutacdo, com correcdo seqiiencial de Bonferroni e os valores de Fgsr (propor¢do da
variabilidade atribuida a diferencas entre populagdes) para os pares de populagdes. Esse ultimo
teste foi utilizado com o intuito de obter o grau de diferenciagdo genética entre as populagdes e,

para isso, sua significancia estatistica fora acessada por testes de permutagdo, utilizando
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intervalos de confianca de 95% por bootstrap (15.000 réplicas) sobre os locos (CARVALHO-
COSTA, 2006).

A estrutura populacional foi calculada também baseada nos gendtipos dos individuos
usando o procedimento Bayesiano modelo-baseado, implementado no software STRUCTURE 2.1
(PRITCHARD et al., 2000). Através deste programa ¢ possivel a determinagdo do numero de
populacdes genéticas (K) com base nos genotipos fornecidos, sem fornecer dados discriminados
por locais de origem dos individuos analisados.

Os valores de riqueza alélica foram estimados através do FSTAT. A riqueza alélica ¢ uma
medida do nimero de alelos que independe do tamanho amostral, e seu céalculo ¢ baseado no
método de rarefacdo de Hurlbert (1971). As diferengas nos valores de riqueza alélica, entre as
duas localidades, foram testadas através dos testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, Man-
Whitney (para amostras independentes) e de Wilcoxon (para amostras relacionadas). Todos esses

testes foram efetuados no programa BIOESTAT 3.0 (AYRES et al., 2003).

3.5.2. Testes paramétricos

Foram realizadas andlises discriminantes para avaliar as diferengas entre camardes
provenientes das duas localidades. Para todas as analises ndo foram considerados os sexos dos
individuos. Os dados foram transformados através do método de Burnaby a fim de reduzir a
influéncia do tamanho dos individuos na anélise, para isso foi empregado o programa PAST 1.46
(HAMMER et al., 2001). Todas as analise foram realizadas no programa STATISTICA 6.0

(STATSOFT INC., 1984-2001), sendo considerado um nivel de significancia de 0,05.

39



4. RESULTADOS

4.1. Microssatélites

De um conjunto amostral de 20 espécimes provenientes de Ubatuba foram seqiienciados

um total de 93 clones, nos quais 44 apresentaram repeti¢cdes microssatélites (47,31%). Em alguns

desses clones foram encontrados mais de uma seqiiéncia, totalizando 51 microssatélites, sendo

45 simples e 6 compostos (Tabela 1).

Tabela 1. Total de SSRs encontrados nos clones seqiienciados de R. constrictus

Classificacao Unidade Repetitiva NUmero %
Dinucleotideo 22 43,14
Trinucleotideo 8 15,69

Simples Tetranucleotideo 12 23,53
Pentanucleotideo 3 5,88

Compostos 6 11,76
Total 51 100

Do total de seqiiéncias foi possivel o desenho de primers em apenas 10, e destas, em
cinco delas foi possivel a deteccdo da temperatura de anelamento 6tima.

A seqiiéncia dos primers, temperatura 6tima de anelamento (Ta), a unidade repetitiva ou
motif, nimero de alelos e os tamanhos méximo e minimo dos alelos encontrados estdo descritos

na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas dos 5 locos amplificados, onde Ta = temperatura de anelamento dos primers; Na = nimero

de alelos; pb = pares de base.

Loco Sequencia dos primers (5’-3’) Ta (°C) Motif Na Amplitude
(pb)

Rc01 F:GTTGCTTATTGCTGAACC 57,8 GTT 12 11 294-363
R:GACAACGCCGACTATAAC

Rc02  F:AATAGGATTCGGATACGC 48,1 GTTT 5 3 146-182
R:AGCAAAAAGTCTGCGTTC

Rc03  F:GGCAGCCATGACAGTAAC 51,3 (CAGA)3(CA)2(CAGA)3 1 250
R:GCTCATCTTTTTGAGGTTTC

Rc04  F:ACCCAAGCTATGGTCTTC 51,3 (CT)I13(ATCT)5 7 166-218
R:ATGCCTGATAAGGGACATC

Rc05  F:ATAGAATGTACACACGCC 49,5 (AC)6...(AC)10 7 240-276

R:TATCAAACTCTGTCCTCTAG

As andlises efetuadas no soffware GENEPOP ndo revelaram evidéncias de desequilibrio de

ligagdo entre os pares de locos para o tamanho amostral analisado, como detalhado na Tabela 3.

Guarapari (Gua). p = 0,05.

Tabela 3. Desequilibrio de ligagdo entre pares de locos das populagdes de Ubatuba (Uba) e

Populacgédo Valor de p Desvio Padrao
Uba RcO1 Rc02 0,34228 0,00494
Uba RcO1  Rc04 0,84079 0,00540
Uba Rc02  Rc04 0,87307 0,00164
Uba RcO1 Rc05 0,49627 0,00946
Uba Rc02  Rc05 0,79795 0,00236
Uba Rc04  RcO05 0,08773 0,00340
Gua RcO1  Rc02 0,74306 0,00296
Gua RcO1 Rc04 0,94415 0,00082
Gua Rc02  Rc04 0,80702 0,00137
Gua RcO1  RcO05 0,49386 0,00347
Gua Rc02  Rc05 0,22809 0,00244
Gua Rc04  Rc05 1,00000 0,00000

41



4.2. Analises populacionais

Entre os cinco locos identificados o loco Rc03 mostrou-se monomorfico e ndo foi
considerado para a andlise populacional. No total foram encontrados 28 diferentes alelos nas
duas populagdes, para os locos restantes analisados, sendo 11 alelos para o loco Rc01, trés alelos
no loco Rc02, sete alelos no loco Rc04 e sete no Rc05. Dentre esses alelos, 14 sdo exclusivos ou
privados da populagdo de Ubatuba e quatro exclusivos de Guarapari (Tabela 4).

Os testes de Kruskal-Wallis executados com o programa BIOESTAT 2.0 para valores de
riqueza alélica e diversidade génica revelaram valores ndo significativos para essas analises (H =
1,47; p=0,225 e H=0; p = 0,99, respectivamente).

Os valores de heterozigosidade observada (Hop) variaram de 0,267 a 0,429 (Guarapari) e
0,143 a 0,533 (Ubatuba) e os de heterozigosidade esperada (Hg) de 0,373 a 0,602 (Guarapari) e
0,382 a 0,653 (Ubatuba) (Tabela 5). Os locos RcO1 e Rc04 apresentaram déficits significativos
de heterozigotos na populagdo de Ubatuba (p<0,013) apds correcao de Bonferroni (Rice, 1989).
Esses mesmos locos apresentaram déficit de heterozigotos nesta populagdo de acordo com as
proporg¢des de randomizacgdes que deram um valor de Fis maior do que o observado (pL).

Levando em consideragdo todos os locos, os valores de diversidade génica nao foram
diferentes nas duas localidades. Ubatuba apresentou um valor de diversidade de 0,52 e Guarapari
de 0,48.

O valor estimado do Fsr (€ de Weir e Cockerham, 1984) para os pares de amostras foi
0,0012 (p = 0,15), ndo se observando diferencas significativas entre as duas localidades. Estes
dados indicam que hd uma alta homogeneidade genética entre as populagdes para os locos

microssatélites utilizados neste trabalho e para o tamanho amostral analisado.
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Tabela 4. Distribui¢do dos alelos nos individuos de Ubatuba (Uba) e

Guarapari (Gua).
Loco Frequéncia Alélica
Alelo Uba Gua
294 - 1
300 - 9
306 32 17
309 6 1
312 1
Rc01 321 1 -
(11 alelos) 327 2 -
330 8 -
333 4 -
357 1 -
363 1 -
Na 9 5
Np 6 2
146 - 1
Rc02 150 14 7
(3 alelos) 182 42 22
Na 2 3
Np 0 1
166 1 -
168 4 -
170 32 18
Rc04 172 15 12
(7 alelos) 174 2 0
208 1 -
218 1 -
Na 7 2
Np 5 -
240 2 -
242 12 4
244 1 -
Rc05 246 1 -
(7 alelos) 248 43 22
250 1 1
276 - 1
Na 6 4
Np 3 1

onde: Na = niimero de alelos e Np = nlimero de alelos privados.
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Tabela 5. Valores de Ho/Hg, Equilibrio de Hardy-Weinberg, Fis, de p para randomizagdes de Fig maiores que o esperado (pL) e menores que esperado (pS) e de Riqueza

Alélica (Ra) para os locos polimorficos isolados de R. constrictus, em amostragens de Ubatuba (Uba) e Guarapari (Gua). p = 0,05.

Loco He/Ho pHW Fis pL (Fis) pS (Fis) Ra
Uba Gua Uba/Gua Uba/Gua Uba/Gua Uba/Gua Uba Gua
Rc01 0,653/0,143 0,602/0,267 0,0000/0,1284 0,784/0,566 0,0252/0,252 1,0000/1,0000 7,430 4,864
Rc02 0,382/0,214 0,421/0,400 0,1292/0,5968 0,443/0,051 0,0500/0,6438 1,0000/0,7063 2,000 2,933
Rc04 0,568/0,241 0,497/0,400 0,0000/0,4006 0,579/0,200 0,0189/0,400 1,0000/0,9125 5,120 2,000
Rc05 0,458/0,533 0,373/0,429 0,9658/1,0000 -0,167/-0,156 0,9625/1,0000 0,1625/0,5313 4,586 4,000
Meédia  0,502/0,283 0,473/0,374 4,784 3,449




Isto nos revela que as amostras comparadas devem pertencer a uma mesma populagao
genética, em que ndo had subestrutura. Esses dados sdo corroborados por aqueles encontrados
pelo programa STRUCTURE 2./, por andlise Bayesiana implementada, onde os dados sdo
independentes do local de origem (K=1, p(K/X)=0,99, Tabela 6). Por outro lado, dados de
diferenciagdo génica demonstram que a distribuicao de alelos ¢ diferenciada entre as populagdes

apenas para o loco RcO1 (Tabela 7).

Tabela 6. Probabilidade, p(K/X), para cada um dos possiveis modelos populacionais testados (K=1, 2, 3 ¢ 4
populacdes) pelo software STRUCTURE (burn-in 100.000, 200.000 réplicas) para R. constrictus amostrados em
Ubatuba e Guarapari. p = 0,05.

Estimativa —In de

K probabilidade p(K/X)
1 -383,8 0,993106436
2 -392,3 0,000202066
3 -388,8 0,006691499
4 -412,1 5,087 E-13

Tabela 7. Valores de p da diferenciagéo génica e diferenciagdo genotipica dos locos analisados em R.constrictus. p

=0,05.

Locos Diferenciacéo Diferenciacéo
Génica (p) Genotipica (p)
RcO1 0,00229 0,0616
Rc02 0,54101 0,5868
Rc04 0,39758 0,5679

Rc05 0,78096 0,7132




4.3. Biometria

Os individuos coletados em Ubatuba apresentaram peso imido médio de 0,88 gramas
(1,50 g maximo e 0,25 g minimo), comprimento de cefalotérax médio de 1,18 milimetros (5,45
mm maximo e 0,71 mm minimo), comprimento de abdomem médio de 2,70 milimetros (3,37
mm maximo ¢ 1,87 mm minimo) ¢ comprimento total médio de 3,89 milimetros (4,98 mm
maximo e 2,54 mm minimo). As amostras de Guarapari apresentaram peso umido médio de 2,0
gramas (4,0g maximo e 1,25g minimo), comprimento de cefalotérax médio de 1,41 milimetros
(1,90 mm maximo e 1,22 mm minimo), comprimento de abdomem médio de 3,68 milimetros
(4,50 mm maximo e 3,40 mm minimo) e comprimento total médio de 5,07 milimetros (6,50 mm

maximo ¢ 4,60 mm minimo).

4.4. Testes paramétricos

Para a analise estatistica foram considerados 40 individuos de Ubatuba e 15 de Guarapari
e os dados foram transformados segundo Burnaby (1996) para redu¢do do efeito do tamanho
entre as amostras. Nesse tipo de corre¢do, os dados com maior robustez, ou seja, com maior
forga estatistica, sdo aqueles que apresentam o valor de lambida de Wilk mais proximo de zero.

O resultado da analise discriminante se mostrou com forte poder de separagdo dos grupos
estudados, sendo o valor encontrado para o lambida de Wilk para os dados transformados de
0,397. Baseado nessa analise as duas populagdes apresentaram-se significativamente
diferenciadas (p<0,0000; F (3,51)=25,839). A variavel Lt (comprimento total) ndo foi incluida na
analise devido seu valor na estatisitica de tolerancia T (T< 0,010).

Como o nimero amostral foi muito pequeno optamos por nao separar valores em funcao

do sexo, ja que isso levaria a resultados com pouco ou nenhum valor estatistico.
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As fungdes obtidas pela andlise discriminante para separagdao dos locais de coleta
encontram-se listadas na Tabela 8. O percentual de acerto de cada funcao esta listado na Tabela

9.

Tabela 8: Fungio de classificagdo

Variavel Uba Gua
p=0,727 p=0,273
Lc -244,116 -255,178
La 57,851 103,425
Peso 1,819 -5,958
Constante -282,821 -319,262

Onde: Uba = Ubatuba; Gua = Guarapari; Lc = comprimento da cefalotorax; La =

comprimento do abdomem.

Tabela 9: Matriz de classificagdo (linhas: classificagdes observadas; colunas:

classificagdes pré-ditas)

Grupo %de Uba Gua
acerto p=0,727 p=0,272
Uba 92,5 37 3
Gua 100 0 15
Total 94,5 37 18

Os resultados obtidos através da andlise de discriminantes candnicos se apresentaram
significativos (p<0,0000), refor¢ando a existéncia de duas populacdes estruturadas (R canonico =

0,777; Qui-Quadrado = 47,60).

5. DISCUSSAO

Andlises genético-populacionais utilizando marcadores moleculares podem fornecer
diferentes tipos de informacdes, tais como niveis de variagdo genética, presenca ou auséncia de

fluxo génico, possiveis relacdes filogenéticas, padrdes de biogeografia historica, grau de
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parentesco e niveis de estruturagdo populacional (FERAL, 2002). A estrutura de populagdes
pode ser estudada com base em um conjunto de caracteristicas genéticas e demograficas de uma
espécie e ¢ resultante da interacdo de uma série de mecanismos evolutivos e ecoldgicos
(MARTINS, 1987). O nivel de diversidade e diferenciacdo genética existente dentro e entre
populagdes ¢ resultado da diversidade genética disponivel e intrinseca de uma espécie e de
processos como selecdo, fluxo génico, sistemas de acasalamento. A combinagdo de todos estes
fatores pode distribuir esta variagao dentro e entre as populacdes, diferenciando-as ou ndo umas
das outras (AVISE, 2004).

Muitos estudos que buscam investigar a estrutura genética de populagdes naturais de
camardes tém utilizado os marcadores microssatélites, principalmente, devido os seus altos
niveis de polimorfismo e poder informativo. Populagdes de P. monodon (BROOKER et al.,
2000) e P. esculentus (WARD et al., 2006) na Australia, de L. setiferus nos EUA e Golfo do
México (BALL; CHAPMAN, 2003) e de L. schimittii em Cuba (BORRELL et al., 2004) tiveram
sua estrutura genética caracterizada através do emprego de marcadores microssatélites. Em
alguns casos, no entanto, a utilizagdo desses marcadores ainda ¢ restrita, uma vez que o nimero
de locos descrito para algumas espécies de peneideos ¢ insuficiente (FREITAS et al., 2007).
Assim, além do uso de locos microssatélites para caracterizar a estrutura genética de diferentes
populagdes de peneideos, analises enzimaticas também vém sendo realizadas para esta finalidade
(BENZIE, 2000).

No Brasil, os trabalhos que investigam a estrutura genética de populagdes nativas de
peneideos ainda sdo escassos, entretanto, os poucos dados t€ém apontado para um padrio de
diferenciagdo genética entre populagdes dentro de uma mesma espécie. Estes resultados, em
geral, tém sido relacionados ao fendmeno de ressurgéncia observado na regido de Cabo Frio,
fenomeno este que estaria atuando como uma possivel barreira, impedindo o fluxo génico entre

as populagoes e favorecendo a diferenciagdo genética e estruturacdo das mesmas.
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Voloch e Solé-cava (2005), em estudos com sete locos polimoérficos 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. brasilinesis, L. schimitti, F. paulensis e Farfantepenaeus sp,
evidenciaram, porém, estruturagdo somente nas populagdes de F. brasiliensis e L. schimitti
(GUSMAO et al, 2005).Em populagdes de L. schimitti do sudeste e do nordeste da costa
brasileira, Maggioni et al. (2003) também detectaram presenca de estruturagdo genética nesta
espécie.

No presente trabalho, apesar do loco Rc01 ter indicado diferenciagdo génica significativa
entre as amostras de Ubatuba e Guarapari analisadas, provavelmente devido o seu alto nimero
de alelos privados (o maior entre os locos analisados), os dados gerais, considerando-se o total de
locos analisado, ndo indicaram haver estruturagdo genética nas populagdes analisadas. Os valores
de Fsr (0,012) e sua probabilidade (p = 0,15) indicariam auséncia de diferencas genéticas
significativas em R. constrictus nos dois pontos amostrados. Segundo Wright (1978) e Hartl e
Clark (1997), valores de Fsr situados entre 0 e 0,05 sugerem fraca diferenciacdo genética;
valores entre 0,15 e 0,25, diferenciacdo moderada; e valores acima de 0,25 indicam grande
diferenciagdo genética. Com base nesse critério, sugerimos nao haver diferenciacdo significativa
entre as populagdes aqui analisadas. Desta forma, os individuos de R. constrictus amostrados em
Ubatuba (26° 44° S, 48° 02° W) e em Guarapari (23° 26’ S, 45° 02° W) parecem fazer parte de
uma Unica populacdo panmitica (pelo menos ao longo da costa sudeste do Brasil). Os dados
baseados na analise realizada pelo STRUCTURE, também sugeriram ndo haver diferenciacao
genética entre as amostras analisadas.

Apesar de outros estudos realizados em algumas espécies de camardes da costa brasileira
terem indicado haver estruturacdo genética significativas entre diversas populagdes, varios
fatores relacionados ao ambiente marinho e a biologia de peneideos podem interferir no processo

de diferenciacdo e estruturacdo das populagdes. Diferencgas nos padrdes de dispersio (GUSMAO
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et al., 2005) e preferéncias ambientais em relacdo a temperatura da agua, salinidade, tipo de
sedimento e batimetria (HOLTHUIS, 1980; PAIVA, 1997) dos animais sdo alguns desses
exemplos.

Populagdes de F. paulensis, por exemplo, sdo geralmente encontradas em aguas frias
onde a desova ocorre usualmente proximo aos 50 m de profundidade e sua migragao encontra-se
mais relacionada a profundidade do que a latitude (ZENKER; AGNES, 1977). Ao contréario, F.
brasiliensis ¢ L. schmitti preferem aguas quentes, fazendo com que sua migracao esteja mais
relacionada a temperatura (ZENKER; AGNES, 1977) que aos demais fatores. Isso explicaria o
porqué da formagdo de uma barreira geografica para dispersao de L. schmitti na regido de Cabo
Frio, regido essa que apresenta temperatura até 10° C menores do que as aguas adjacentes
(RODRIGUES; LORENZZETTI, 2001).

Além dos aspectos bioldgicos, as correntes marinhas, tanto as de superficie quanto as de
sub-superficie, também interferem na dispersdo dos animais e, consequentemente, nos niveis de
estruturacao das populagdes. Correntes de superficie, por exemplo, sdo criadas através da friccao
dos oceanos e o vento. Cerca 2% da energia do vento ¢é transferida para a superficie do oceano
(THURMAN e TRUJILLO, 2002). No Brasil sdo trés as principais correntes. A Corrente
Equatorial do Sul vem da por¢do oriental do oceano ¢ alcanga a costa brasileira, impulsionada
pelos ventos aliseos, na regido 10-15°S e se divide em dois bragos. A primeira vai em dire¢ao ao
norte, formando a Corrente Norte do Brasil, enquanto a segunda flui para o sul, préxima a linha
da costa, formando a Corrente do Brasil e alcanga os 33-38°S (PETERSON; STRAMMA, 1991).
Uma terceira corrente, a Corrente das Malvinas, vem do Sul carregando dguas mais frias (Figura
0).

Uma outra corrente atuante no Brasil, embora ndo seja de superficie, ¢ a ACAS. Essa
corrente ¢ formada quando a corrente do Brasil, vinda do Norte com aguas quentes e de alta
salinidade, encontra com as aguas frias vindas do sul (30-40°S). Uma parcela dessa agua

aumenta de densidade, submerge e retorna para o norte € uma outra, principal, para o leste,
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formando um importante gradiente de temperatura (EMILSSON, 1959). Estudos conduzidos por
Costa e Fransozo (2004b), com o intuito de detectar padrdes de maturacdo gonadal em R.
constrictus, mostraram que essa ocorre continuamente ao longo do ano, atingindo um pico nos
meses de verdo. Esse padrao de maturacao foi relacionado principalmente a disponibilidade de

matéria organica (BAUER; LIN, 1994; COSTA; FRANSOZO, 2004b).
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Figura 6. Principais correntes oceanicas mundiais (retirado de PEREIRA; SOARES-GOMES, 2002).

Embora diversos autores tenham relacionado a maturagdo gonadal de peneideos
principalmente a temperatura, onde as desovas ocorrem em Aguas mais quentes (PEREZ-
FARFANTE, 1969; DALL et al., 1990), esse fator parece ndo ter influenciado a populacao da
regido de Ubatuba, haja visto que nos meses de primavera e verdo ocorre o fortalecimento da
ACAS e conseqiiente queda na temperatura (COSTA; FRANSOZO, 2004b).

Segundo Costa e Fransozo (2004b), a espécie R. constrictus ¢ amplamente distribuida na
faixa de 30m de profundidade e sua dispersdo larval ocorre preferencialmente proxima a
superficie (COSTA, comunicagdo pessoal). Considerando, entdo, que a temperatura parece nao
ser o fator determinante na dispersdo e desova de R. constrictus e que as dindmicas das correntes

influenciam na dispersdo larval, podemos sugerir que a Ressurgéncia de Cabo Frio ndo tem
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agido como uma barreira geografica para o fluxo génico dessa espécie. Assim, os individuos de
Guarapari podem alcancar a regido de Ubatuba ainda enquanto larvas pela Corrente do Brasil,
principalmente, nos meses de outono e inverno, meses em que a Ressurgéncia de Cabo Frio
perde forga. Em contrapartida, individuos adultos de Ubatuba, por viverem mais ao fundo,
podem alcancar a regido de Guarapari pela ACAS. Dessa forma, o fluxo génico entre as
populagdes, estaria sendo mantido entre as duas localidades, fazendo com que essas populagdes
se comportem como uma Unica populagdo panmitica geneticamente nao diferenciada. Entretanto,
apesar dos dados moleculares sugerirem auséncia de estruturagdo, possiveis erros amostrais e/ou
metodoldgicos nao podem ser descartados.

No presente trabalho os valores de heterozigosidade observada para as duas populagdes
variaram de 0,143 a 0,533 (Ubatuba) e 0,267 a 0,429 (Guarapari). Foi observado um maximo de 9
alelos para populagdo de Ubatuba e 5 alelos para populacdo de Guarapari. Houve déficit de
heterozigotos significativo para os locos RcOl e Rc04 (Ubatuba) com p<0,013, apds correcdo de
Bonferroni.

A deficiéncia de heterozigotos tem sido um fendmeno amplamente observado em
populacdes de camardes e outras espécies marinhas (HARE et al., 1996; ENGLISH et al., 2000;
LUCZYNSKI et al.., 2000; Xu et al., 2001; ADDISON; HART, 2004; LUAN et al., 2006). Esta,
em geral, tem sido atribuida principalmente a existéncia de alelos nulos, efeito Wahlund,
acasalamentos preferenciais e aumento do endocruzamento, além de amostragem nao-aleatoria
(GARCIA DE LEON et al., 1997). Provavelmente, um ou mais desses fatores devam estar
relacionados ao déficit de heterozigotos observado nas populagdes de R. constrictus aqui
analisadas.

Apesar dos resultados encontrados no presente trabalho corroborarem com os descritos na
literatura, que, em geral, tem reportado dados similares para diversas espécies de camardes
peneideos (MOORE et al., 1999; VONAU et al., 1999; CRUZ et al., 2002; MAGGIONI ¢

ROGERS 2002; MAGGIONI et al., 2003; MEEHAN et al., 2003; WUTHISUTHIMETHAVEE
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et al., 2003; WANNA et al., 2004; PEREZ et al., 2005; WANG et al., 2005; LIU et al., 2006;
LUAN et al., 2006; WARD, et al., 2006), algumas excecdes tém sido observadas. Tanto o
numero de alelos quanto os valores de heterozigosidade observada podem apresentar uma ampla
amplitude de variagdo, dependendo dos locos utilizados e das populagdes analisadas. Sugaya et
al. (2002), por exemplo, encontraram valores médios de 1,4 alelos por loco e heterozigosidade de
0,027 em estudos conduzidos com o camardo P. monodon na Indonésia. Por outro lado,
Meadows et al. (2003) encontraram um maximo de 74 alelos por loco analisado. Um grande
numero de alelos, no entanto, pode favorecer erros de scoring de alelos (O’REILLY et al., 2000),
diminuindo a eficiéncia de tais locos para analises genético-populacionais. Porém, é necessario que
haja polimorfismo suficiente para que tais locos se constituam em ferramentas eficientes para
estudos que comparam a diversidade genética entre populagdoes (O’CONNELL; WRIGHT, 1997).

Embora as andlises moleculares ndo tenham sugerido a existéncia de estruturagdo
genética entre as populagdes estudadas, as andalises multivariadas dos dados morfométricos,
apontaram diferen¢as significativas entre as populagdes de R. constrictus das duas localidades
amostradas, com p < 0,0000. Os valores biométricos médios observados para a populagdo de
Ubatuba foram semelhantes aos encontrados por Costa e Fransozo (2004b) na mesma regido,
porém, inferiores e significativamente diferentes dos encontrados para os individuos de
Guarapari. Obviamente, estas diferencas, parecem ndo estar correlacionadas com a estrutura
genética das populacdes, as quais ainda mantém pools génicos similares e significativamente nao
diferenciados.

Estudos com dados morfométricos t€ém sido utilizados em diversas espécies de camardo
com o intuito de obter relacdes entre os padrdes de medida (peso e comprimento) e sexo
(PRIMAVERA et al., 1998; PEIXOTO et al., 2004; MARIAPPAN; BALASUNDARAM, 2004).
Tzeng ¢ Yeh (2002) estudando cinco populagdes de camardo P. japonicus em Taiwan,
encontraram estruturagdo diferenciada em duas delas, a partir de analises multivariadas. O

mesmo tipo de analise foi realizado em Parapenaeopsis hardwickii, em trés localidades da China
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e Taiwan, (TZENG, 2004a) e em Artemesia franciscana (CAMARGO et al., 2003),
demonstrando haver niveis de estruturacao diferenciados entre as populagdes analisadas. Em
peixes, analises de dados morfométricos também tém sido eficientes para detectar estruturagdo
populacional em algumas espécies marinhas (MOLINA et al. 2006; SILVA, 2003; PALMA;
Andrade, 2002; TZENG, 2004Db).

Viarios fatores podem favorecer a diferenciagdo morfoldgica entre populacdes de uma
mesma espécie, um destes encontra-se intimamente relacionado com pressdes de selegdo
diferenciadas que estas populacdes venham a sofrer. Estas pressdes podem inclusive estar
relacionadas com agdes antropicas distintas, como fornecimento de alimento em excesso,
introducdo de espécies exogenas competitivas, atividade pesqueira intensa, entre outras
(Comunicagdo pessoal de Patricia Domingues de Freitas, recebida por correio eletronico).

De acordo com o boletim de estatistica da pesca, publicado pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais - IBAMA (2005), que apresenta informagdes sobre a
produgdo pesqueira nacional (Regides e Unidades da Federacdo) referente a pesca extrativa e
aqiiicultura (marinha e continental) e balanga comercial de produtos pesqueiros, somente no ano
de 2004, a pesca no estado do Espirito Santo desembarcou 683,5 toneladas de camardes
marinhos, sendo que a frota camaroneira nesse estado ¢ exclusivamente artesanal. J4 no estado
de Sao Paulo esses valores alcancaram a ordem de 2.245,5 toneladas de camardes, sendo uma
parcela significativa (64,2%) efetuada pela frota pesqueira industrial, que apresenta maiores
danos para o ambiente marinho. Dessa forma, o estado de S@o Paulo sofre muito mais com a
forca antrépica da pesca, tendo seu habitat degradado com maior severidade.

E valido ressaltar que os 6381 desembarques da pesca extrativa marinha registrada
somente no municipio de Ubatuba em 2004 equivalem a 18,13% do total de desembarques de
todo o estado. Somado a isso, a produgdo de pesca extrativa marinha de Ubatuba no mesmo ano,
alcangou 2.812.688 kg, o equivalente a 10,1% da produgéo total de Sdo Paulo (AVILA-DA-

SILVA et al., 2005). E notorio que o esforgo de pesca e a relagio desembarque/produgio no
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municipio de Ubatuba sdo muito grandes, o que refor¢a a idéia de que essa regido encontra-se
muito impactada com o esfor¢o da pesca extrativa marinha. Para o municipio de Guarapari, no
entanto, ainda nao se tem dados disponiveis na literatura para uma possivel analise comparativa.
A atividade camaroeira no litoral de Sao Paulo e Espirito Santo encontra-se ilustrada na Figura 7.
Note que a distribui¢ao da frota ¢ muito maior ao longo da costa do litoral Paulista em relagao ao
Espirito Santo.

Além da atividade da pesca, clinas latitudinais também podem promover pressoes de
selecdo diferenciadas, facilitando uma maior ou menor predagdo em pontos especificos. O
gradiente de diversidade encontra-se relacionado com o aumento da diversidade de espécies que
em geral, se d4 de um ponto de maior latitude para um de menor latitude. Ele pode ser observado
em algumas comunidades de invertebrados e alguns grupos planctonicos. Por exemplo, o litoral
da Costa Rica possui cinco vezes mais espécies do que litoral do Estado de Washington, nos
Estados Unidos da América. Esse gradiente de diversidade estd relacionado ao gradiente de
temperatura, causado pelos eventos de resfriamento do clima e glaciagdo dos polos que
ocorreram nos ultimos milhdes de anos (LEVINTON, 1995). Além da variagdo da diversidade de
espécies, tem sido proposto gradientes (ou clinas) também em taxas metabdlicas, crescimento e
tamanho, onde em maiores latitudes existe uma maior taxa de crescimento, individuos mais
velhos e atraso na maturacdo. A temperatura e interagdo temperatura/fotoperiodo tém sido
amplamente propostas como algumas das variaveis responsaveis por produzir esse fendomeno
(GIESE, 1959; ANNALA et al., 1980; JONES e SIMONS, 1983; LONSDALE; LEVINTON,

1985).

A predacdo, que aumenta conforme diminui a latitude, também pode agir selecionando
individuos com menores tamanhos maximo e maturidade, j4 que diminui a sobrevivéncia
(WALLERSTEIN; BRUSCA, 1982). Diferentes padrdes de crescimento e maturacdo em

caranguejos Brachyura foram encontrados na costa leste e oeste da América do Norte. Essas
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diferencas foram relacionadas as varidveis ambientais causadas pela variagdo de latitude

(HINES, 1989).
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Figura 7. Area de distribuicio da frota camaroneira nos Estados de Sio Paulo e Espirito Santo, baseado em curvas

batimétricas.
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Sabe-se também que a combinacdo de fatores genéticos e ambientais interfere no
processo de crescimento (TZENG, 2002a) e a variagdo das caracteristicas morfométricas pode
ser largamente afetada por fatores ambientais (CHENG; CHEN, 1990; PRIMAVERA et al,,
1998; TZENG et al., 2001). Dessa maneira, o fato de as populagdes das duas regides amostradas
estarem submetidas a agdes antropicas diferentes, pode ser responsavel pelo favorecimento dos
individuos de crescimento mais rapido, no nosso caso, os de Ubatuba. Esse crescimento
acelerado, em relagdo aos individuos de outras localidades, pode ter levado a diferentes padrdes
de ganho de peso e, dessa forma, alterado a relagdo “peso versus tamanho” estabelecida para a
espécie. Essa diferenca nas relagdes pode ter sido detectada pelas analises multivariadas de
dados morfométricos, apontando para uma estruturagao dessas populagdes.

Parece, portanto, que a acdo antropica, em especial a de pesca, embora esteja conduzindo
a uma diferenciacdo na estruturagdo morfométrica das populacdes, ainda é recente e nao
interferiu na estrutura genética das populacdes, as quais se mantém geneticamente similares,
formando uma tnica populagdo. Por outro lado, ndo podemos esquecer que locos microssatélites,
em geral, sdo considerados marcadores neutros, livres de pressdo de selecdo e, apesar deles
refletirem o genoma como um todo, podem ndo estar relacionados diretamente com outros locos
que estejam contribuindo para as diferengas morfométricas aqui encontradas.

Uma segunda hipotese para se explicar a estruturagdo morfoldgica detectada pela analise
multivariada é um possivel erro amostral. Em estudos morfométricos realizados em P. monodon,
com relagdo peso versus comprimento, a mais notavel diferenga para ambos os relacionamentos
(comprimento/comprimento e comprimento/peso) ¢ dada pelo estdgio de vida/idade
(PRIMAVERA et al., 1998).

A transformagdo dos dados morfométricos ¢ uma regressao que leva em consideracio o
tipo de crescimento, se alométrico (como nos camardes) ou isométrico, ¢ tende minimizar o
efeito do tamanho nas analises. Na analise multivariada, a relagdo de duas variaveis juntas (peso

e comprimento) ¢ levada em consideragdo, e ndo valores independentemente (BROOKSTEIN et
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al., 1985). Nos nossos estudos as analises multivariadas foram efetuadas com os valores nao
transformados, visto que apresentaram maior robustez de resultados. Isso nos leva a crer que
parcelas proporcionais de cada fase do desenvolvimento estavam presentes nos individuos
amostrados, diminuindo possiveis efeitos que diferencas relacionadas ao estdgio de
desenvolvimento animal pudessem ocasionar. Entretanto, como o niimero amostral de Guarapari
foi relativamente menor que o de Ubatuba, a possibilidade de algum erro amostral, por captura
ndo aleatéria ¢ maior. Além disso, pode haver diferengas entre as interagdes relacionadas ao
tamanho ainda nd3o conhecidas. O aumento da amostragem bem como da quantidade de
marcadores utilizados nas andlises, permitira uma resolucdo em fina-escala da dindmica
populacional de R. constrictus. Porém, no momento, podemos apontar que os dados genéticos ¢
morfométricos obtidos com este trabalho sugerem que uma possivel estruturagdo populacional
em R. constrictus possa estar em curso ¢ que medidas de conservacao devem levar esse aspecto

em consideragao.

6. CONCLUSOES

e O presente trabalho caracterizou quatro locos microssatélites polimorficos para R.
constrictus, os quais se mostraram eficientes também para outras espécies de peneideos

nativas e de interesse economico;

e Niveis similares de variagdo genética intra-populaconal foram encontrados nas duas

populagdes de R.. constrictus do litoral do sudeste do Brasil ;

e Niao foram detectadas diferencas genéticas significativas entre as populagdes das duas

localidades, sugerindo que estas se comportam como uma Unica populagdo panmitica;
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e Os dados biométricos apontaram diferenciagdo morfoloégica entre as populagdes,
possivelmente relacionadas as pressdes de selecdo diferenciadas entre as regides

estudadas;

e Em vista de sua importancia na cadeia tréfica do ambiente marinho, o presente trabalho
se constitui em uma importante ferramenta para elaboragao de planos futuros de manejo
que visem a sua conservagao ¢ manutengao da diversidade genética dessa espécie em seu

habitat.
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