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RESUMO

As principais espécies de camarao de interesse comercial encontram-se classificadas como
sobreexplotadas em consequéncia da pesca intensiva. O camardo sete-barbas Xiphopenaeus
kroyeri ¢ uma das principais fontes de renda da pesca artesanal, sendo intensamente explorado
no litoral sul da Bahia. Mesmo havendo o periodo de suspensdo da pesca anualmente (defeso)
os estoques podem nado estar sendo protegidos de maneira adequada. Sendo assim, faz-se
necessario avaliar se as espécies de camardo estdo sendo devidamente protegidasAnalises de
morfometria geométrica sdo utilizadas em estudos de diferenciagdo de estoques
pesqueiros.Além disso, analises moleculares com genes mitocondriais sdo ferramentas
informativas na identificagdo de espécies, incluindo as espécies cripticas. Este trabalho
objetivou analisar a morfogenética temporal dos X. kroyeri que 'ocorrem na costa de Itacaré-
BA, utilizando parametros da morfometria geométrica e informagdes moleculares dos genes
mitocondriais COI e 16S rRNA. Os camardes foram obtidos nas quatro estacdes do ano de
2014. Foi verificada diferenca na forma dos individuos.analisados pela anélise dos componentes
principais, MANOVA e UPGMA. Houve diferenca na forma das fémeas e dos machos do verao
em relacdo as outras estagdes (p<0,05), e, diferenca na forma dos machos entre primavera e
outono (p<0,05). Os resultados de forma mostraram a formacdo de dois grupos
morfologicamente diferentes. Nas analises moleculares, os niveis de divergéncia das sequéncias
de COI e 16S geraram dendrogramas de Neighborn Joining (NJ) e Méaxima Parcimonia (MP)
baseados no método de Kimura-2-Parametros e foram suficientes para separar dois clados com
100% de bootstrap. Os valores/de distancia intraespecificos variaram de 0-11,6% para COI e
de 0-3% para 16SrRNA. Esses resultados evidenciam a formagdo de dois grupos
morfogeneticamente distintos entre as estagdes do ano. Os resultados compilados de
morfometria geométrica, COl e 16S TRNA, suportam os indicios da ocorréncia de duas espécies
cripticas de X. kroyeri no litoral de Itacaré. Sugere-se a revisao dos periodos de defeso para a
protecdo dos dois grupos encontrados. Além disso, refor¢a a importancia de mais estudos com
enfoque estrutural e temporal para dar suporte a elaboracdo de melhores planos de manejo para
os camardes marinhos.

Palavras-chave: camarao-sete-barbas, morfometria geométrica, DNA mitocondrial, espécie
criptica



ABSTRACT

The main species of commercial shrimp are classified as overexploited as a result of
overfishing. The sea-bob shrimp, Xiphopenaeus kroyeri, is one of the major source of artisanal
fisheries income. It is intensely exploited in southern Bahia. Even with the annual period of
fishing suspension (closure), the stocks may not have been protected properly. Therefore, it is
necessary to assess whether the shrimp species are being properly protected. Geometric
morphometric analyzes are used in studies of differentiation of fish stocks. In addition,
molecular analyzes with mitochondrial genes are informative tools in identification of species,
including cryptic species. This study aimed to analyze the temporal morphogenetic of X. kroyeri
that occur on the coast of Itacaré-Bahia. It used geometric morphometric parameters and
molecular information from 16S rRNA and COI mitochondrial genes. The shrimps were
collected in the four seasons of the year 2014. Differences in the shape of the individuals
analyzed were verified by principal components analysis, MANOVA and UPGMA. There was
a difference in the shape of females and males in the summer, in comparison to the other seasons
(p <0.05). And there was difference in the males’ shape in the spring and autumn (p <0.05). The
results of shapes’ analysis showed the constitution of two morphologically different groups. In
molecular analyzes, the levels of divergence of the COI and 16S sequences generated trees of
Neighborn Joining (NJ) and Maximum Parsimony (MP) based on the method of Kimura-2-
parameter. They were sufficient to separate two clades with 100% bootstrap. The intraspecific
distance values ranged from 0 to 11:6% for COIL and from 0 to 3% for 16S rRNA. These results
evidence the constitution of two morphogenetically distinct groups in each season. The
compiled results of geometric morphometry, COI and 16S rRNA, support the evidences of
occurrence of two X. kroyeri cryptic species in Itacaré’s coast. It is suggested the revision of
seasonal closures for the protection of both groups found. In addition, it reinforces the
importance of further studies with structural and temporal approach to support the development
of better management plans for marine shrimp.

Keywords: Sea-bob shrimp. Geometric morphometrics. Mitochondrial DNA. Cryptic species.
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1. INTRODUCAO

O subfilo Crustacea inclui espécies bastantes conhecidas, como caranguejos, siris,
camardes, lagostins, lagostas e tatuzinhos-de-jardim. Representam uma importante posi¢ao
ecoldgica na cadeia trofica entre produtores primarios (como os fitoplanctons) e consumidores
em niveis troficos superiores (como os peixes). Os crustdceos mais conhecidos estdo inclusos
na Ordem Decapoda. A maioria das espécies sdo marinha e bentdnica, mas alguns ocuparam o
ambiente de agua doce.

Dentro do grupo dos decdpodas estdo os camardes pertencentes a Superfamila
Penacoidea que sdo, depois dos peixes, os mais representativos na pesca. Sao importantes
recursos pesqueiros para a fonte de renda, geragdo de-trabalho e alimento. Dentre eles se
encontra o camardo sete-barbas, Xiphopenaeus kroyeri, que comercialmente representa uma
importante fonte de renda para familias de pescadores artesanais.

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2011) cerca de 45% da produgao
de pescado ¢ oriunda da pesca artesanal. A pesca‘artesanal ¢ uma atividade exercida por um
profissional que realiza a pesca com fins comerciais e; ou, para subsisténcia. A metodologia de
captura ¢ ndo mecanizada e baseada em conhecimentos de senso comum. Para favorecer a
sustentabilidade do uso dos estoques pesqueiros, todo pescador profissional fica impedido de
pescar durante a reproducdo das espécies (defeso). Apesar da medida de defeso, algumas
espécies de camardes podem nado estar sendo devidamente protegidas. Portanto, ¢ importante
que sejam realizados estudos acerca da biologia, pesca, morfologia, estrutura populacional,
diversidade genética, entre outros, para melhor conhecimento sobre os estoques.

Atualmente, diversas abordagens podem ser empregadas para se verificar a composicao
de um estoque pesqueiro. Dentre elas, estd a morfometria geométrica a qual vem sendo aplicada
em diversas areas da biologia animal. A morfometria geométrica ¢ a configuracdo de marcos
anatomicos e permite, através de suas analises aplicadas, verificar a variacdo e covariacao da
forma, e em consequéncia € uma importante ferramenta que pode ajudar a diferenciar estoques
pesqueiros. Outra técnica bastante difundida atualmente, € a utilizagcdo das regides do DNAmt
como ferramentas poderosas para identificacdo e delimitacdo de espécies, e que, por
conseguinte sao também aplicadas a diferenciacdo de estoques.

Sabe-se que a pesca realizada no litoral de Itacaré ¢ do tipo artesanal, mas pouco se sabe
a respeito dos camardes da regido, e se os mesmos estdo sendo devidamente protegidos. Diante

da escassez de estudos, aliados a necessidade do conhecimento da composi¢ao morfoldgica e
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genética dos camardes sete-barbas para a determinacao de periodos de defeso mais adequados
a conservagdo dos estoques, espera-se que a analise morfogenética temporal dos mesmos na

regido represente uma contribuicao para o delineamento de planos de manejo mais efetivos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Pesca de camaroes

A Lei n°® 11.959, de 2009, define a pesca como “toda operacao, agao ou ato tendente a
extrair, colher, apanhar, apreender ou capturar recursos pesqueiros”, classificadas em: pesca
comercial, que inclui as modalidades artesanal e industrial; € a pesca ndo-comercial, que inclui
a pesca cientifica, a amadora e a de subsisténcia. A pesca artesanal é a pratica direta de pescador
profissional, autbnomo ou em regime de economia familiar, com'meios de produgdo proprios
ou em parcerias, desembarcado, ou com a‘possibilidade de utilizar embarcagdes de pequeno
porte. A pesca industrial possui finalidade comercial, e é praticada por pessoa fisica ou juridica
com pescadores profissionais, empregados ou em regime de parceria por cotas-partes, que
utilizam embarcagdes de pequeno, médio ou grande porte.

Apesar da grande importancia econdmica e social da pesca extrativa em todo o mundo,
ha escassez de pescado para o atendimento da demanda, devido a estagnagdo pelo esgotamento
dos estoques em rios e oceanos FAO (2014). Assim, a crescente demanda terd de ser atendida
com o auxilio da aquicultura (MPA, 2015). Segundo o Decreto 4895/2003 de 25 de novembro
de 2003, aquicultura ¢: “o cultivo ou a criagdo de organismos cujo ciclo de vida, em condigdes
naturais, ocorre total ou parcialmente em meio aquatico”.

A pesca e a aquicultura sdo atividades de grande importancia e 60% da producdo de
camardo no mundo ¢ oriundo da pesca e 40% do cultivo. A propor¢ao relativa de pesca vem
diminuindo desde meados dos anos 1980, e reduziu bruscamente na ultima década (FAO, 2014).

Na aquicultura encontra-se um grande potencial para a expansdo sustentavel da
producdo, o que otimiza o aproveitamento econdmico de recursos hidricos marinhos e
continentais. O Brasil pode ser considerado adequado para o desenvolvimento da aquicultura,
por contar com grande disponibilidade de recursos hidricos e clima favoravel (Pereira, 2012).

Apesar das grandes expectativas, existem algumas limitagdes para essa atividade, como

custo elevado da terra, impactos ambientais, o custo energético, auséncia de trabalhadores
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capacitados e a falta de verba para o investimento em paises emergentes (Crepaldi, et al., 2007).

De acordo com os dados do Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA (2011) a producao
pesqueira marinha por espécie apresentou os seguintes dados: o grupo dos peixes representou
87% da produgdo total, seguido pelos crustaceos com 10% e moluscos com 3%. Na producao
de camardes, as espécies mais capturadas no pais foram o camardo-sete-barbas (Xiphopenaeus
kroyeri) e o camardo-rosa (Farfantepenaues paulensis, F. brasiliensis e F. subtilis) com
15.417,8 te 10.331,2 t, respectivamente, no ano de 2011. Estes valores somados representaram
46% da composic¢ao total da producao de crustdceos marinhos no Brasil.

Devido as caracteristicas da plataforma continental, que possui uma faixa litoranea
bastante estreita e de fundo rochoso, aliada a baixa produtividade primaria da dgua, a pesca ¢
predominantemente artesanal no Estado da Bahia. Esta atividade apresenta significativa
importancia social para a regido, absorvendo cerca de 100.mil pescadores cadastrados (Bahia
Pesca, 2011), além de muitos outros empregos que sdo gerados na cadeia produtiva do pescado
(MPA, 2015).

Segundo a Bahia Pesca apud Rodrigues ¢ Giudice (2011), a Bahia ¢ hoje o terceiro
Estado na producao nacional de pescado, ocupando o primeiro lugar na regido Nordeste, com
uma producao anual acima de 80 mil toneladas. A ultima estimativa realizada sobre a produgao
de camardes pescados na Bahiafoi no ane de 2007, com um valor de 3.141,5 toneladas, o que
representou aproximadamente 44 % da composicao total do Nordeste, e, especificamente para
o camarao sete- barbas; a producao foi de 3.872,0 toneladas, representando aproximadamente
43 % da produgao total de crustaceos na Bahia (IBAMA, 2011).

Até 1998, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
— IBAMA; criado em 1989 por meio da Lei n® 7.735, geriu os assuntos relacionados a pesca, e
juntamente com outros Orgaos, constituiram diretrizes ambientais e estabeleceram medidas de
ordenamento pesqueiro, tais como: periodos de defeso; defini¢do de tamanhos minimos de
captura; proibicao do emprego de métodos predatorios de captura; controle da frota operante,
entre outros; com o intuito de recuperar os estoques ameacados (Pereira, 2012).

As principais espécies de camardes de interesse comercial que ocorrem na costa
brasileira encontram-se classificadas como sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagao
segundo a Instru¢do Normativa MMA n° 5, de 21 de maio de 2004. De acordo com esta
Instrugdo, espécies sobreexplotadas sdo aquelas cuja condi¢do de captura de uma ou todas as
classes de idade em uma populagdo sdo tdo elevadas que reduz a biomassa, o potencial de
desova e as capturas no futuro em niveis inferiores aos de seguranca; e espécies ameacadas de

sobreexplotacdo, sdao aquelas cujo nivel de explotagdo encontra-se proximo ao de
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sobreexplotagao.

A medida de ordenamento mais seguida nas pescarias de camardes no Brasil € o defeso,
periodo de paralisacdo obrigatoria da atividade de captura sobre um determinado recurso
pesqueiro em épocas de reprodugio ou recrutamento® dos recursos explorados, envolvendo uma
espécie ou grupo de espécies. Esta medida objetiva proteger uma determinada espécie numa
fase vulneravel de seu ciclo de vida, pois € possivel reduzir a mortalidade por pesca dos
individuos de pequeno tamanho que, ao serem capturados mais tarde, aumentam a possibilidade
de reposi¢ao dos estoques pela reproducao (IBAMA, 2011).

No caso especifico dos camardes, o objetivo é proteger o periodo do pico de
recrutamento que ¢ particularmente adequado a estoques de crescimento rapido, que alcangam
tamanho comercial em poucos meses, como as espécies de camardes (IBAMA, 2005; 2011;
Santos, 2008; Santos & Silva, 2008).

De acordo a Instru¢do Normativa MMA n° 014, de 15 de outubro de 2004, o periodo de
defeso anual do camardo sete barbas ocorrerd nas areas compreendidas entre a divisa dos
municipios de Mata de Sao Jodo e Camacari(Bahia) e a divisados estados da Bahia e Espirito
Santo nos periodos de 1° de abril a 15 de maio e de 15 de setembro a 31 de outubro.

Apesar dos implementos de normas para o ordenamento pesqueiro, segundo a Proposta
de Plano Nacional de Gestao para o uso sustentavel de Camardes marinhos do Brasil (IBAMA,
2011), as medidas de controle do esfor¢o de pesca na Regido Nordeste do Brasil, que limitam
0 acesso a pesca por meio da concessdo de licencas a um nimero limitado de embarcagdes
nunca foram efetivamente implementadas.

Segundo Couto ef al. (2013), os estudos realizados na area do litoral Sul da Bahia a
respeito da pesca de camardes sdo muito escassos ¢ dados estatisticos sobre a producao
pesqueira estdo.festritas a curtos periodos. Os autores ainda afirmam que recursos pesqueiros
do litoral baiano sdo tradicionalmente subestimados, tanto em relagdo a sua diversidade quanto
ao seu volume de captura. Dessa forma, o estudo de estrutura populacional de espécies
comerciais pode gerar informacdes para auxiliar os gerenciadores da atividade pesqueira a
monitorar e modelar seus programas de manejo para as caracteristicas de um estoque particular
e entdo assegurar uma melhor sustentabilidade em longo prazo (Philipp et al., 1993). Se este

manejo nao for realizado da maneira correta, pode implicar na extingdo de uma populacao e,

! Recrutamento: é o conjunto de recrutas (individuo que ao atingir uma determinada idade, se torna vulneravel

as artes de pesca) de uma determinada classe de idade ou coorte (Dias Neto, 2010).
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consequentemente, na perda da diversidade genética de sua espécie, influenciando o nivel de
variabilidade que determina a capacidade de uma espécie adaptar-se a mudangas ambientais

(Féral, 2002).

2.2. Familia Penaeidae

Os camardes mais conhecidos e abundantes sdo os pertencentes ao grupo Penaeidae
(Dall et al., 1990), a qual esta inserida na Ordem Decapoda; Subordem Dendrobranchiata e
Superordem Penacoidea (WoRMS — Wolrd Register of Marine Species).

Os camaroes peneideos apresentam ciclo de vida relativamente curto (em torno de dois
anos) o que sugere um rapido crescimento ¢ mortalidade natural elevada (Santos, 2000). Dall
et al. (1990) classificaram o ciclo de vida dos camardes peneideos em quatro tipos:

Tipo I - Ciclo inteiramente estuarino, no qual a medida que vao crescendo, os jovens
deslocam-se, progressivamente, para as dguas de maior salinidade.

Tipo II - Ciclo que é completado daregido ocednica para a estuarina. A postura ocorre
longe da costa, os estdgios planctonicos migram para proximo da costa no final do
desenvolvimento larval e as pos-larvas se estabelecem em bercério estuarino bentonico.

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

Tipo IV - Ciclode vida ocorrendo inteiramente longe da costa, na regido oceanica.

O ciclo reprodutivo dos camardes peneideos também ¢é classificado como
tropical/subtropical, ou seja, apresenta dois periodos de desova e recrutamento ao longo do ano.
As populagOes passam por uma alternagdo anual, na qual populagdes de primavera alternam
com populagdes de outono, promovendo uma bimodalidade na desova e abundancia de adultos
ao longo de um ano. Ainda, uma pequena por¢do dos camardes que desovaram na primavera

estara madura em seis meses, contribuindo também para o estoque de outono (Dall et al., 1990).
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2.2.1. O camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri)

O camarao-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862), também conhecido como
“seabob”, apresenta ampla distribui¢cdo geografica, ocorrendo desde a Carolina do Norte (USA)

até o Rio Grande do Sul (figura 1) (Branco, 2005; Santos, 2007).

Figura 1: a) Mapa com a representacdo da distribuicdo geografica (Francisco, 2010) e b)
Xiphopenaeus kroyeri (Costa etal., 2003 ):

A pesca artesanal do camardo-sete-barbas ¢ denominada “pesca de sol a sol”, com inicio
das atividades ao amanhecer e encerramento antes do por do sol (Branco ef al. 2001). O ciclo
de vida do X. kroyeri acontece em “mar aberto” ou em ambientes costeiros com influéncia de
aguas salinas (Branco, 2005; Graca-Lopes, 2007). A salinidade ¢ um dos pardmetros abioticos
mais importante, pois estd diretamente relacionada ao comportamento desta espécie, visto que
os adultos utilizam preferencialmente dguas com alta salinidade (Santos, 1997). Entretanto, a
ocorréncia de variagdes no aporte continental ¢ apontada como o principal fator responsavel
pelas variacdes na abundancia desse camardao (IBAMA, 2011).

Ao contrario das outras espécies do género Penaeus, o X. kroyeri ndo depende dos
estuarios para o desenvolvimento dos juvenis. Aparentemente, também ¢ uma exce¢ao em
relagdo ao comportamento, se comparado aos outros peneideos que possuem habitos noturnos,
sendo o camardo sete-barbas de habito diurno (IBAMA, 2001 apud Santos et al., 2006a).

E importante conhecer as variagdes temporais da reproducio para evitar a sobre-
explotagdo dos demes reprodutores (Coelho & Santos, 1993). De acordo com Branco (2005)

sdo contraditdrias as informagdes a respeito da reproducao do X. kroyeri, apesar de haver um
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consenso da ocorréncia de um extenso periodo de desova. O autor verificou a possivel
ocorréncia de dois picos de reprodugdo no camarao sete-barbas na Armagao do Itapocoroy-SP,
sendo, um principal durante a primavera (outubro-dezembro) e um secundario durante o outono
(abril-maio).

Entretanto, no Nordeste, Coelho & Santos (1993), Mota-Alves & Rodrigues (1977) e
Santos & Ivo (2000) encontraram um principal periodo de reprodugdo de dezembro até abril
(primavera e verao). Ja Coelho e Santos (1993) consideram que, apesar da espécie se reproduzir
durante todo o ano, julho e outubro também sdo épocas importantes de reprodugao.

Os camardes passam por uma fase da vida em que os individuos juvenis migram a partir
das areas abrigadas (lagoas, baias e estuarios) a caminho do mar,onde se juntam a populagdo
adulta, para acasalar, com posterior desova, fechando o ciclo de vida da espécie (IBAMA,
2005). No Nordeste brasileiro, apesar de haver diferencas.quanto ao periodo de recrutamento,
estudos apontam que o recrutamento do camarao sete-barbas € continuo, porém com ocorréncia
de dois picos, principalmente no outono e na primavera: (Santos et al., 2001; Santos, 2008;
Santos & Silva, 2008; Couto et al, 2013).

Ha dimorfismo sexual entre os camardes sete-barbas o que possivelmente estd
relacionado com uma constante de crescimento k mais elevada nos machos, sendo as fémeas
geralmente maiores (Branco et al., 1994,1999; Santos & Ivo, 2000; Branco, 2005; Castro ef al.
2004; Bissaro et al., 2013; Couto et al, 2013).

Entender os aspectos sobre a biologia dos camardes fornecem informagdes relevantes
para contribuir com medidas.de manejo e conservagao mais eficazes, visto que, segundo Santos
(2000) na regiao Nordeste do Brasil, pouco se conhece sobre a biologia e pesca dos peneideos,

apesar da grande importancia econémica e social.
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2.3 Morfometria Geométrica

Morfometria ¢ um método quantitativo que utiliza a analise estatistica de variacao e
covariacdao da forma com outros fatores (Bookstein, 1991). Ao final dos anos 80 ¢ inicio dos
anos 90, foi aceita uma metodologia relevante que sintetizasse descricdes geométricas com
analises estatisticas. Esta nova técnica foi retratada por Rolth & Marcus (1993) como uma
“revolucao metodologica”. Esta “revolucao” decorreu da mudanga no embasamento tedrico e
filos6fico que atingiu uma nova abordagem unindo a biologia, a estatistica e a geometria
(Monteiro & Reis, 1999). A morfometria geométrica possui destaque em relagdo a tradicional,
pois minimiza a subestimac¢do da forma original do organismo, inclui informagao sobre as
posicdes relativas ao invés de medidas lineares e possibilita uma representagao grafica da forma
(Rohlf & Marcus, 1993; Silveira, 2011).

Essa técnica utiliza configuracdo geométrica a partir de marcos anatomicos, para
analises de forma e tamanho generalizado. De acordo a descri¢do de Klingenberg (2002) trata-
se de um conjunto de pontos correspondentes (homodlogos) que podem ser precisamente
localizados, como um ponto de sutura onde diferentes 0ssos do cranio se encontram, no
cruzamento das venagoes das asas de insetos, ou na ponta de uma saliéncia como o processo
angular ou corondide da mandibula dos mamiferos. O autor complementa que as andlises de
marcos anatémicos sao realizadas comama definicdo matematica da forma.

A forma, na concep¢do da morfometria geométrica, ¢ um conjunto de dados numéricos
sobre a geometria de'um objeto que nao sofre influéncia quando a escala, posi¢do ou orientagao
do objeto. A remocao dos fatores de escala, posi¢ao e orientagdo ¢ realizada pelo método do
espaco da forma de Kendall, que ¢ chamada distancia de Procrustes. A distancia de Procrustes
¢ a raiz quadrada da soma das distancias ao quadrado entre marcos homoélogos num par de
configuragdes apds a aplicacdo do processo de superposicdo (Monteiro & Reis, 1999,
Bookstein, 2000 e Klingenberg, 2002).

A morfometria geométrica ¢ bastante util para discriminagdo de grupos com
crescimento, mortalidade e taxas reprodutivas semelhantes, pois combina andlise estatistica
multivariada e descreve padrdes de variacdo de forma tanto dentro como entre grupos (Cadrin,
2000). Pode revelar padroes de historia de vida que variam entre subpopulagdes, indicando
movimento limitado entre grupos e possivel variagdo genética (Cadrin, 2010). Portanto, pode
ser considerada como uma ferramenta poderosa para a identificacdo de estoques pesqueiros
(Cadrin, 2000, Adams et al., 2004, Cadrin, 2010) ¢ identificagdo de espécies cripticas (Bertocchi

et al, 2012). Ponton, et al. (2013) utilizaram a morfometria geométrica para identificagdo de
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larvas e juvenis de peixes a nivel de espécies em conjunto com gene citocromo-b, confirmando
a efetividade da ferramenta. Silva (2003) encontrou dois grupos distintos de sardinhas do
Nordeste do Atlantico e Mediterraneo Ocidental por meio de variagdo morfométrica.

Estudos envolvendo morfometria geométrica para o grupo Crustacea ja foram
desenvolvidos para finalidades como diferenciacdo entre populacdes e/ou diferenciagdo
intraespecifica (Rufino et al., 2006; Giri & Loy, 2008; Hopkins & Thurman, 2010; Gusmao et
al., 2013); comparagdes morfologicas entre machos e fémeas (Rufino et al., 2006; Giri & Loy,
2008; Accioly et al., 2013) e identificagdo taxondmica (Riedlecker et al., 2009).

Com relagdo as diferenciagdes intraespecificas, Giry e Loy (2008) que ao estudarem
dois caranguejos de dgua doce do género Aegla, observaram distingdes dentro das espécies em
populagdes alopatricas e simpatricas. Ja Hopkins e Thurman (2010), aplicaram a morfometria
geométrica em oito espécies de caranguejos do género-Uca que sdo muito similares na
morfologia e em estratégias de vida, ¢ demonstraram a existéncia de uma grande varia¢ao
intraespecifica entre as regides geograficas amostradas.

Em adicdo a essas abordagens, Clavetie et al. (2010) desenvolveram um estudo na area
da biomecénica comparativa, e investigaram o desenvolvimento e a evolucao da interacao entre
morfologia e desempenho dos sistemas de amplificagdo de energia no camardo boxeador,
Gonodactylaceus falcatus (Crustacea, Stomatopoda). Aguzzi et al., 2009 verificaram que a
depender dos habitos comportamentais entre grupos de decépodes (Natantia), existe
diferencia¢do morfologica.

Até o presente momento, estudos que utilizem o método da morfometria geométrica
para diferenciar estoques dos camardes peneideos no Brasil foram pouco realizados. Bissaro et
al. (2013),aplicaram a técnica de morfometria geométrica para o X. Kroyeri, a fim de verificar
se as alteragoes relacionadas com a forma do cefalotorax sdo consistentes com a identificagao
dos estoques que sao distribuidos na costa leste do Brasil. Eles identificaram dois grupos de X.
kroyeri morfologicamente distintos e relacionaram as principais diferencas com fatores
abidticos. Outro trabalho realizado no Brasil foi por Gusmao ef al. (2013), no qual mostraram
que com as analises de morfometria geométrica foi possivel caracterizar amostras de X. kroyeri
mostrando diferencas significativas entre as populagdes e, com isso, confirmando padrdes

anteriores revelados por dados moleculares.
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2.4.Genética e conservacao da biodiversidade

Desde a década passada a genética vem sendo uma metodologia bastante utilizada pelos
pesquisadores para responder questdes ecologicas, por ser eficiente e confidvel (Selkoe;
Toonem, 2006). A aplicagcdo de metodologias moleculares tornou possivel o estudo genético de
espécies ameagadas de extingdo e tem sido amplamente utilizada em pesquisas de conservacao
(Oliveira et al., 2006).

Informacgdes sobre a diversidade genética de uma espécie sdo muito importantes para
propositos de protecdo e conservagao. Essa diversidade constitui-se da variagao presente dentro
e também entre populacdes de uma mesma espécie. Dessa forma, a extingao de uma populagao
pode levar a perda da diversidade genética de sua espécie, reduzindo, assim a diversidade
bioldgica, visto que a informagao perdida ndo pode ser recuperada (Féral, 2002).

Estudos de estrutura populacional envolvendo diversos grupos da fauna marinha apontam
para a ocorréncia de diferentes niveis de isolamento reprodutivo, sendo observado, em muitos
casos, algum nivel de estruturagdo populacional e a ocorréncia de espécies cripticas (Gruenthal,
Acheson; Burton, 2007; Gusmao et al., 2006; Kreivietal., 2005; Mathews, 2007).

A identificagdo genética de populagdes ou estoques pode auxiliar na preservacdo da
biodiversidade aquética e tem sidouma das melhores ferramentas para o auxilio de medidas de
sustentabilidade dos estoques pesqueiros (Valles-Jimenez; Cruz; Perez-Enriquez, 2005).

Os marcadores moleculares também vém sendo bastante utilizados em estudos que visam
selecionar populacdes candidatas de espécies naturais para auxiliar na conservacao (Petit; El
Mousadik; Pons, 1998). Como por exemplo de auxilio, no caso da espécie estudada ter uma
populagdo panmitica, o manejo deve ser feito de maneira unificada; contudo, se existe a
ocorréncia de varios estoques diferentes, o manejo deve ser feito separadamente para cada
unidade (Frankhan, 2008).

Em camardes peneideos, essas metodologias vém sendo empregadas com bastante
sucesso, principalmente em estudos envolvendo espécies de interesse comercial, as quais
sofrem algum grau de explora¢do (Gusmao & Solé-Cava, 2002; Gusmao et al., 2006; Borrell

et al., 2007; Preto, 2009; Vaseeharan et al, 2013).
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2.4.1 Marcadores Moleculares - DNA mitocondrial

Nas células eucariontes, além do DNA contido no nucleo, ha organelas que contém DNA
proprio, como as mitocondrias e cloroplastos (nas plantas). A fun¢do das mitocondrias nas
c¢lulas envolve a oxidacdo de aglcares e gorduras importantes na respiragao celular. O DNA
mitocondrial (DNAmt) (figura 2) possui algumas caracteristicas proprias, como estar presentes
em coOpia unica, apenas codificam proteinas necessarias para a manutengdo das fungdes da
organela e para a expressdo génica, possui heranga uniparental, (em sua maioria materna) e nao
faz crossing over; além de apresentar uma alta taxa de mutagao (0,6 a 4,5%) quando comparado
ao genoma nuclear (0,0 a 4,3%), o que pode estar relacionada ao excesso de residuos
metabolicos, a baixa fidelidade na replicacdo das mitocondrias e pela auséncia de um

mecanismo de reparo (Matioli, 2012).
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Figura 2: Modelo esquematico do DNAmt e seus genes.
Fonte: http://www.poreklo.rs/wp-content/uploads/2012/08/mt-DNA.jpg

O DNAmt ¢ uma molécula circular fechada com codificacdo para 13 RNAs mensageiros,
22 RNAs de transferéncia e 2 RNAs ribossomais, além de um tamanho conservado de 16 pares

de quilobases, aproximadamente (Avise, 1986).
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As caracteristicas acima citadas, associadas a grande abundancia das mitocondrias nas
células e a facilidade de purificagdo, tornaram o DNAmt uma ferramenta importante no estudo
das relagdes evolutivas entre individuos, espécies e populacdes (Frankhan ez al., 2008; Matioli,
2012).

A diversidade genética no DNA mitocondrial pode ser detectada através de metodologias
moleculares, dentre elas, andlise com enzimas de restrigdo (RFLP-“Restriction Fragment
Length Polymorphism”); construcao de mapa de restri¢do para todo o genoma; polimorfismo
de conformagao de fita simples (SSCP), amplificacdo via PCR seguido de digestdo com
endonucleases; clonagem; e sequenciamento. Iniciadores ja foram desenvolvidos para varias
regides do DNAmt em muitas espécies (Arias et al., 2003; Frankhan ef al., 2008).

Um dos genes mitocondriais utilizados para as analises genéticas ¢ o gene COI
(subunidade I do gene Citocromo C oxidase). Em 2003, um pesquisador da Universidade de
Guelph, em Ontario, Canada, Paul Hebert, propds o "DNA barcoding" ou codigo de barras, e,
verificou que, para animais, o gene COI seria uma ferramenta global ideal para a identificacao
das espécies (Barcode of life).

O DNA barcoding consiste na utilizagdo de um segmento de aproximadamente 650
pares de bases da extremidade 5’ do COI (figura 3) (Hebert ef al., 2003). Sua taxa evolutiva é
rapida (3x mais que os genes 12S ou 16S rRNA) o suficiente para permitir que haja a
discriminacdo de espécies estreitamente relacionadas e também de grupos filogeograficos

dentro de uma unica espécie (WARD et.al, 2007).

Folmer region ~ 648

~650 bp

~822 bp

Figura 3: Segmento de aproximadamente 650 pares de bases (faixa na cor azul clara) da
extremidade 5’ da subunidade I do gene Citocromo C oxidase (COI).
Fonte: http://www.malariajournal.com/content/supplementary/1475-2875-9-271-s1.png
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A utilizagdo do gene COI mostra que além de ser efetiva para a identificagdo de espécies,
pode ser aplicado em estudos nos campos da biologia da conservagdao, como a inclusdo de
levantamentos de biodiversidade, por exemplo; aplicado a identificagdo de organismos nos
quais os métodos tradicionais pouco contribuiriam, como a identificagdo de ovos e larvas,
analise do conteudo estomacal ou fezes para determinar teias alimentares, detecgao de espécies
cripticas que apesar de serem morfologicamente similares, constituem unidades evolutivas
independentes, com isolamento reprodutivo ou uma clara distingdo genética (Stoeckle, 2003;
Frankhan et al., 2008).

Outro gene mitocondrial, o 16S rRNA, codifica umas das subunidades do RNA
ribossomal e ¢ um dos mais conservados. Mesmo em organismos com distante relacdo, porgdes
do rRNA sdo bastante similares. Portanto, o alto teor de informagao, e distribui¢do universal
tornaram o gene 16S rRNA 1til para determinar taxonomia, filogenia € para estimar as taxas de
divergéncia entre as espécies (biotech.bio, 2015). A sequéncia de 16S rRNA tem regides
hipervariaveis, que divergiram ao longo do tempo evolutivo. Geralmente, as regioes fortemente
conservadas flanqueiam as regides hipervariaveis, logo os iniciadores sdo desenhados para
anelarem-se nas regides conservadas e ‘amplificarem as regides variaveis (Lane, 1985;

biotech.bio, 2015) por serem mais informativas.

Os genes 16S rRNA e COI t€m sido empregados para analises de filogenia em
crustaceos, como foi realizado por Thong et al, 2000 no qual os autores estudaram as relagdes
filogenéticas entre“sete espécies de camardes Metapenaeopsis do Pacifico. Outro tipo de
aplica¢do dos.genes 16S rRNA e COI, foi o estudo de (Vergamini et al., 2011) que comparou
populagdes do camarao de agua doce M. amazonicum no Brasil, com o uso dos genes 16S e
COI para descrever o grau de variabilidade, estrutura e relagdes entre eles. A partir dos
resultados de divergéncia genética, os autores encontraram trés grupos estruturados das

populagdes.
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2.5. Litoral de Itacaré-BA

O estado da Bahia possui a maior extensdo de litoral dos estados do Brasil, com
aproximadamente 1.200 km, representando 12% da costa brasileira (MMA, 2011). Sua rede
hidrografica ¢ rica, com rios de grande extensdo: como o Jequitinhonha, Pardo, Contas,
Jiquiri¢d e Paraguagu, os quais desembocam no Oceano Atlantico (Almeida, et al., 2006). A
plataforma continental a qual a Bahia est4 inserida, possui uma faixa de litoral bastante estreita
e de fundo rochoso, a profundidade raramente ultrapassa 60m e possui baixa produtividade
primaria da agua (BAHIA PESCA, 2011). As caracteristicas litoral baiano constituem um fator
importante para a analise da estrutura pesqueira e as diversidades zonais encontradas (MMA,

2011).

No sul da Bahia, o litoral de Itacaré faz parte da Area de Protegdo Ambiental (APA) da
Costa de Itacaré/Serra Grande (figura 4). O litoral de Itacaré csta inserido na plataforma
continental do Leste brasileiro, que por sua vez, sofre.influéncia da massa de Agua Tropical
(AT) e da massa de Agua Costeira (AC) as_quais sdo caracteristicas por apresentarem altas
temperaturas (T>20°C) (Eca, 2009).
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Figura 4: Mapa da localizacdo geografica do municipio de Itacaré. Fonte: Moreau (2006) apud
Oliveira (2008).
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A principal arte de pesca realizada em Itacaré € do tipo artesanal, representando fonte de
proteina e renda para muitas familias (BURDA, C. L., SCHIAVETTI, A, 2008). A pesca ¢
organizada em forma de Cooperativa e ndo possuem tecnologia e recursos avangados, portanto
a atividade pesqueira ndo possui expressao econdmica e pode ser considerada como atividade
de subsisténcia. As embarcacdes utilizadas sdo pequenos barcos de madeira com motorizagao
a diesel utilizando redes para captura em mar aberto e arrastdes para os camardes.
Frequentemente no verdo, a pesca pode ser de “arrasto” (INEMA). No entanto, os estudos
realizados nesta area, principalmente sobre a pesca de camardes, sdo muito escassos

(ALARCON & SCHIAVETTI, 2005).

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo foi analisar a composi¢cdo morfogenética temporal dos camardes-sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri) comercializados na_cidade de Itacaré-BA, utilizando marcadores

mitocondriais e analises de morfometria geométrica.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar a forma ¢ tamanho generalizado do cefalotérax em Xiphopenaeus kroyeri
comercializados na cidade de Itacaré-BA nas diferentes estacdes do ano.

2) Analisar a-diversidade genética da espécie do camardo sete-barbas ao longo das quatro
estacoes do ano.

3) Averiguar se os periodos de defeso estabelecidos para o camardes-sete barbas podem ser

considerados efetivos para a protecao dos estoques.
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5. MATERIAS E METODOS

5.1. Coleta do material

Os camardes Xiphopenaeus kroyeri foram adquiridos na “Peixaria do Brenio” e “MDE
Frutos do Mar” localizados na cidade de Itacaré-BA. As aquisi¢oes foram realizadas no ultimo
més de cada estagdo em 2014: margo (verao), junho (outono), setembro (inverno) e dezembro

(primavera), conforme figura 5.

Figura 5. Representa¢do dosexemplares de Xiphopenaeus kroyeri de cada estagdo utilizados. A:
verdo; B: outone; C: inverno e D: primavera.

Os camardes foram capturados por pescadores locais que utilizaram barcos de pesca
motorizados de pequeno porte com redes de arrasto, navegando em profundidades de 5 a 20 m

com 4 horas de duragdo cada arrasto (figura 6).
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Figura 6: Embarcacao utilizada na pesca em Itacaré-BA.,

5.2. Triagem e armazenamento das amostras

Uma primeira triagem foi realizada para separar os camardes sete-barbas dos demais. A
segunda triagem foi realizada com_uma identificagdo morfologica para confirmar se os
camardes eram da espécie Xiphopenaeus kroyeri baseando-se na chave de identificagdo de
Costa et al. (2003). Posteriormente, os individuos também foram sexados (figura 7), os tecidos
utilizados para a extragdo de DNA foram obtidos do musculo abdominal e foram armazenados

em etanol 70% em tubos de 1,5 ml e mantidos a —20° C.

Figura 7: Caracteres sexuais secundarios de Xiphopenaeus. kroyeri. O télico (T) ¢ a estrutura
da fémea e o petasma (P) a estrutura do macho.
Fonte: modificado de Fransozo et al. (2011).
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Os exemplares foram devidamente etiquetados e acondicionados em frascos contendo
etanol 70% e armazenados no Laboratoério de Genética Molecular da Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia, campus Jequié.

Para que individuos jovens ndo fossem utilizados nas andlises de morfometria
geomética, foi verificado o grau de fusdo do petasma como parametro de maturidade dos
machos (Fransozo et al., 2011) e o tamanho minimo da carapaca (fémeas em estadio maturo)

em torno de 21,6mm para as fémeas (Santos & Silva, 2008).

5.3 Analise da morfometria geométrica

Os camardes foram fotografados utilizando uma camera Nikon Colpix p510. As
imagens obtidas de forma foram transformadas em tps-a partir do tpsUtil v 1.58 (Rohlf, 2013).
Na sequéncia, foram inseridos 7 marcos ¢ 9 semi-marcos anatomicos no cefalotorax (figura 8)
utilizando o software tpsDig v 2.16 (Rohlf, 2013) para a obten¢ado das coordenadas cartesianas.

O alinhamento dos semimarcos foi realizado no tps Rewl v1.53 (Rohlf, 2013).

Figura 8: Vista lateral do cefalotorax de Xiphopenaeus kroyeri. Os pontos demonstram o0s
marcos (1, 2, 8,13, 14, 15, 16) e os semimarcos (3, 4, 5,6, 7, 9, 10, 11, 12) estabelecidos para
as analises de morfometria geométrica.

A informacao sobre a forma foi extraida por meio da sobreposi¢dao de Procrustes, o qual
retira as varidveis de tamanho, posi¢do e orientagdo a partir dos dados de coordenadas,
analisados no MorpholJ v 2.0 (Klingenberg, 2011). Em seguida foram realizadas a Anélise dos
Componentes Principais (ACP), MANOVA e o UPGMA utilizando o PAST v 3.01 (Hammer,
2013). A andlise de tamanho foi realizada a partir do tamanho do centroide, foi realizada a
ANOVA e teste de Tukey utilizando o PAST v 3.01 (Hammer, 2013). Posteriormente foi
realizada a analise de regressdao com 10000 repeti¢des a fim de verificar se ha relagdo entre a

forma e o tamanho generalizado.
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5.4. Extraciao de DNA e analises moleculares

Para a extragcdo do material genético foi utilizado o kit de extragdo Wizard Genomic DNA
Purification (PROMEGA) de acordo com as normas do fabricante. As amostras foram
quantificadas em gel de agarose 0,8 % com GelRed (Invitrogen).

A regido do DNA mitocondrial utilizada para amplificagdo foi a porcao de
aproximadamente 650 pares de base (pb) da subunidade I do gene Citocromo C Oxidase (COI)
(Hebert et. al, 2003) e foram utilizados os iniciadores universais LCO1490 (5’-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") e HCO2198 (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) descritos por Folmer et al: (1994). Para a
regido do 16S rRNA, amplificou-se aproximadamente 600 pares de bases (pb), utilizando os
iniciadores ~ 16Sar-5"  (5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) e  16Sbr-3* (5°-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’) (Palumbi, 1996).

As amplifica¢des das duas regides foram baseadas em Jeffery et al. (2011), com algumas
modificacdes. O volume final da reacdo foi de 12,5l e utilizou-se concentragdes finais de 2,5
mM de MgCI2 (Invitrogen), 0,05 mM de dNTP (Invitrogen), buffer 1x (Invitrogen — 10xPCR
Buffer: 200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500mM KC1), 1U de taq platinum (Invitrogen), e 0,3uM de
cada iniciador.

As reacoes foramrealizadas em termociclador NYX Technik modelo ATC 201, sendo 1
ciclo de 94°C, 60 seg, seguido de 5 ciclos de 94°C, 60 seg; 45°C, 40 seg e 72°C, 60 seg, mais
35 ciclos de 94°C, 60 seg; 51°C, 40seg e 72°C; 60 seg, e uma extensao final de 72°C a 5 min.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,2 %.

Os produtes de PCR foram purificados com polietilenoglicol (PEG) 20%. A reagdo de
sequenciamento foi realizada com Big Dye v3.1(Apllied Biosystem) em uma reagao preparada
com 4,75 ul de agua ultrapura, 1,5 pl do tampao BigDye 5x, 0,75 ul do mix BigDye terminator,
2 pl do primer (0,8 pmol) e 1 pl do produto de PCR purificado. Para conduzir esta reagao,
utilizou-se a seguinte programacdo: 1 minuto a 96°C; 35 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15
segundos a 50°C e 2 minutos a 60°C. Em seguida, as amostras passaram por precipitacao,
utilizando-se EDTA 125 mM, etanol absoluto e etanol a 80%. As amostras foram encaminhadas
para sequenciamento (foward e reverse) na Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Jaboticabal-SP.
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As sequéncias foward e reverse obtidas pelo sequenciamento dos genes COl e 16S rRNA

foram editadas e alinhadas no programa BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999) para a verificacdo da

qualidade e obtencdo das sequéncias consenso. Os consensos foram analisados na ferramenta

Blast do Genbank (Blast - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar a similaridade

com outras sequéncias de Xiphopenaeus. O quadro de leitura das sequéncias foi visualizado por

meio do programa MEGA v. 6.0 (Tamura et al., 2013).

As sequéncias consenso foram nomeadas de acordo com a codificacdo apresentada na

(tabelal). Foi verificado se haveria diferentes haplotipos dentro de'cada conjunto de amostras

por estacdo, sendo que foi considerada significativa a diferencas de um par de base para

distinguir cada haplotipo.

Tabela 1 - Cédigos atribuidos para os camardes Xiphopenaeus-kroyeri adquiridos nas quatro
estacOes do ano de 2014 e que foram utilizados nas analises do gene Citocromo C Oxidase
(COI) e 16S rRNA

Verio Outono Inverno Primavera
COlI 6S COI 16S COI 16S COI 16S

ve03 - X ou07 X X inl9 - X pro1 X -
ve04 - X oull X X in24 X X pr02 X X
vel2 X X oul2 X - in26 X - pr05 X -
vel7 X - ou2l X - in28 X - pr09 - X
ve2l - X ou25 X X in29 X X prl0 X -
ve22 X X ou28 X X in33 - X prll X X
ve28 X - ou30 X - in38 - X prl4 X -
ve30 X X ou34 X X in39 - X prls X X
ve39 X - ou36 X X in41 X X pr20 X

ve40 - X ou40 X X in42 - X pr24 X -
ve44 X X in45 - X pr29 X X
ve45 X X

Legenda: X presenca de individuo; - auséncia de individuo.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

35

Sequéncias do gene 16S rRNA de Xiphopenaeus kroyeri obtidas no Genbank foram
incluidas nas analises (tabela 2).

Tabela 2 - Informagdes das sequéncias do gene 16S rRNA de Xiphopenaeus kroyeri obtidas no
Genebank que foram utilizadas nas anélises

N° ACESSO GENBANK LOCALIDADE CODIGO AUTORES COLETA
AY622217.1 Golfo do México-EUA gm0l Chan et al. (2008) -
AF192090.1 Brasil wa0l
AF192091.1 Brasil wa(02

. Junho de
AF192092.1 Brasil wa03 Maggioni, et al. (2001) 1999
AF192093.1 Brasil wa(04

N&o foi possivel incluir nas analises sequéncias do-gene COI de Xiphopenaeus kroyeri,
devido a ndo similaridade das sequéncias obtidas no presente-trabalho com as disponiveis no
Genbank.

Por meio do programa MEGA v. 6.0 (Tamura et al., 2013) calculou-se a distancia
genética utilizando o modelo de substituigdo de nucleotideos Kimura-2-pardmetros (K2P)
(Kimura, 1980) para COIl e 16S rRNA. As arvores de distancia foram geradas através dos
métodos Neighbor-Joining (NJ) (Nei e.Kumar, 2000) e Maxima Parciménia (MP). Testes de
Bootstrap (Felsenstein, 1985) com 1000 replicac6es foram realizados para as arvores de NJ e
MP construidas e valores inferiores a 70% foram desconsiderados. Os dendrogramas foram
editados no software FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014). A rede de hapl6tipos e o contetido
nucleotidico-foram obtidos.com o programa DnaSP v.5.10 (Rozas et al., 2010). Para grupo
externo das arvores geradas foram escolhidas as espécies pertencentes a familia Penaeidae:
Rimapenaeus constrictus, (regido parcial do gene COI, n° de acesso do Genbank: KF783863.1)
e Parapenaeus longirostris (regido do 16S rRNA n° de acesso do Genbank: KP059279.1) e a
espécie pertencente a familia Solenoceridae: Solenocera crassicornis para os dois genes (n° de
acessos do Genbank: KC545791.1 / KC545792.1).

A verificacdo da ocorréncia de saturacéo dos genes foi realizada com modelo de distancia
Kimura-2-parametros (K2P) (Kimura, 1980), para a construcéo de graficos que demonstram a
quantidade de transicBes (s) e transversdes (v) por meio da anélise de regressdo linear (R?),
utilizando o programa DAMBE (Xia e Xie, 2001). Valores abaixo de 0,7 foram considerados

com saturacdo e acima de 0,7 sem saturagé&o.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 201 individuos foram coletados nas diferentes estacdes no municipio de
Itacaré-BA. Dentre os individuos coletados no ano de 2014, foram identificados 106 fémeas e
95 machos. Os individuos coletados de cada estacdo sdo mostrados na tabela 3. Todos os
individuos foram identificados como sendo da espécie Xiphopenaeus kroyeri por meio da chave

de identificagdo de Costa et al. (2003).

Tabela 3 — Individuos de Xiphopenaeus kroyeri coletados no municipio de Itacaré-BA nas
quatro estagdes do ano de 2014.

Estacoes Individuos

Verao 33 fémeas ¢ 17 machos
Outono 19 fémeas e 27 machos
Inverno 25 fémeas e 25 machos
Primavera 29 fémeas e 26 machos

6.1. Morfometria geométrica

Os camardes que foram fotografados para a analise de morfometria geométrica estido
representados na tabela 4. Os demais individuos foram excluidos das analises de morfometria

devido a danos-no cefalotérax, o que impossibilitou a captura das imagens.

Tabela 4 —Individuos de Xiphopenaeus kroyeri utilizados para andlise de morfometria
geomeétrica coletados no municipio de Itacaré-BA nas quatro estagdes do ano de 2014.

Estacoes Individuos fotografados
Verao 32 fémeas e 14 machos
Outono 19 fémeas e 27 machos
Inverno 20 fémeas e 24 machos

Primavera 29 fémeas e 26 machos
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A andlise de morfometria geométrica detectou variacdes morfoldgicas dentro de X
kroyeri entre as estagdes do ano. O resultado da MANOVA para a forma das fémeas demonstrou
que houve diferencgas significativas entre os individuos do verdo em relagdo as outras estagdes
(p< 0.01). Com base no método ACP para a forma do cefalotorax em fémeas, os quatro
primeiros eixos explicaram 79,7% da variabilidade total entre as estacdes. A variacdo
aproximada do primeiro eixo foi de 35,5%, do segundo eixo 21,2%, do terceiro eixo 12,5% e

do quarto eixo 10,5% (figura 9).
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Figura 9: A - Analise de Componente Principal (ACP) para as fémeas de Xiphopenaeus kroyeri
em cada estacdo; B e C — Grade de deformacdo com a tendéncia da forma explicada pelo
Componente Principal 1 para os individuos posicionados no lado negativo e positivo do grafico;
D e E - outline demonstrando a variacao da forma. A linha na cor azul claro representa a forma
média, e a linha na cor azul escuro representa a variagao nos eixos. Os codigos ou34 e prl5 sdao
destaque para individuos coletados na primavera e outono, que agruparam com os do verao.
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Para a forma do cefalotérax dos machos o resultado da MANOVA demonstrou diferencga
significativa entre os individuos do verdo em relacdo aos individuos do outono (p< 0.05).
Também foram observadas diferengas significativas de individuos da primavera em relagao aos
do inverno (p< 0.05). Com base no método ACP os cinco primeiros eixos foram suficientes
para explicar mais de 81% da variacdo total entre os individuos nas diferentes estagdes. A
variacdo aproximada do primeiro eixo foi de 30,8%, do segundo eixo 21,1%, do terceiro eixo

14%, do quarto eixo 8,5% e do quinto eixo 7,3% (figura 10).

o e Verao
A i % Primavera
003 \ - 3 Olnverno
+Outono

{ < B+ @ prid

Component 2
°

n]
J
L]

T T T r e T T T +
0.036 0.024 -0.012 0.000 2.012 0.02¢ 0.036 0.048 0.060

Figura 10: A - Andlise de Componente Principal (ACP) para os machos de Xiphopenaeus
kroyeri em cada esta¢do; B e C — Grade de deformacdo com a tendéncia da forma explicada
pelo Componente Principal 1 para os individuos posicionados no lado negativo e positivo do
grafico; D e E - outline demonstrando a variagdo da forma. A linha na cor azul claro representa
a forma média, e a linha na cor azul escuro representa a variacao nos eixos. Os codigos prl4 e
ve03 sdao um destaque para individuos coletados na primavera e outono, que agruparam com 0s
do verdo.
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Diante desses resultados, verificou-se que de acordo com a forma, dois grupos puderam
ser separados para os dois sexos. O primeiro grupo, que foi tipico da maioria dos individuos do
verdo, apresentou no componente principal (CP) 1 caracteristicas como o rostro maior,
alongado e o cefalotorax mais estreito. O segundo grupo, que foi tipico da maioria dos
individuos pertencentes ao inverno, outono e primavera, apresentou no CP1 o rostro menor ¢
curto, e a o cefalotdrax mais largo. As variagdes encontradas na forma dos individuos em geral
ndo sao uma variagdo influenciada por dimorfismo sexual, uma vez que as andlises foram
realizadas separadamente para os sexos. E, além disso, as caracteristicas da forma verificadas
para os machos coincidiram com as caracteristicas da forma verificadas para as fémeas em suas

respectivas estagdes do ano.

Resultados similares em relacdo a forma do cefalotérax do X. kroyeri foram verificados
por Bissaro (2012). O autor avaliou a forma do cefalotorax em machos e fémeas de X. kroyeri
em quatro localidades do litoral brasileiro: Caravelas, Vitoria, Atafona e Farol de Sao Tomé.
Bissaro (2012) verificou que a forma dos individuos do Farol de Sao Tomé possuia
caracteristicas como um rostro maior, espinho pos-otbital localizado mais proximo a regido
ventral e porcao posterior do cefalotorax mais baixa. Enquanto que a forma dos individuos de
Caravelas, Vitoria e Atafona apresentaram rostro menor, espinho pds-orbital localizado mais
proximo a regido dorsal e porgdo posterior do cefalotérax mais alta. Com esses resultados o

autor considerou a existéncia de dois estoques independentes na costa leste do Brasil.
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Os individuos foram agrupados como indicado nos dendrogramas de UPGMA com
10000 de bootstrap, apresentando 99% de correlagdo cofenética para as fémeas e 95% de
correlagdo cofenética para os machos (figura 11). Valores de correlacao cofenética altos (como

98%) representam que a acomodag¢do da arvore € satisfatoria (Matioli & Fernandes, 2012).
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Figura 11. Dendrograma gerado por UPGMA com os valores de bootstrap com 10000
permutacdes geradas para A — fémeas e B - machos de Xiphopenaeus kroyeri. Os valores nos
ramos indica.

Com base no agrupamento UPGMA verificou-se que os individuos pertencentes ao
verdo sdo diferentes na forma (100% de bootstrap) quando comparados aos demais individuos
pertencentes as outras estacdes. Por sua vez, os individuos do outono e inverno possuem a forma
mais semelhantes entre si quando comparados aos individuos da primavera. Com relagdo ao
observadona primavera, ¢ provavel que ocorra alguns individuos que possuem caracteristicas
do verdo. No geral, verificou-se a formacdo de dois principais grupos: o primeiro com
individuos do verde e o segundo com individuos da primavera, outono e inverno. Esses grupos

também foram evidenciados nos graficos de ACP.

Na andlise de tamanho a partir do tamanho do centroide, os resultados da ANOVA
mostraram que nao houve diferencas significativas para as f€émeas nas estagoes (p> 0.05) (figura
12). Entretanto foi encontrada diferenga significativa com rela¢do ao tamanho do centrdide dos
machos (p< 0.05), sendo observado que a média dos individuos machos do verdo ¢ menor em
relacdo aos individuos machos das demais estacdes pelo teste de Tukey (p<0,01) (figura 12). A
variacdo encontrada nos machos com relagdo ao tamanho do centréide pode estar associada a

maior plasticidade fenotipica encontrada em machos (Stillwell, et al., 2010; Bonnie et al.,
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2014), que atingem a maturidade sexual antes das fémeas e crescem mais rapidamente (Branco
et al., 1994; Mota-Alves & Rodrigues, 1997; Branco et al., 2005). Diante do exposto, verificou-

se que o tamanho das fémeas ao longo de um ano foi mais homogéneo em relagao ao tamanho

dos machos.
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Figura 12: Boxplot do tamanho do centroide obtido para as fémeas e machos de Xiphopenaeus
kroyeri. As letras iguais indicam que ndo ha diferencas pelo teste de Tukey (p<0,01). Letras
diferentes indicam que hé diferengas pelo teste de Tukey (p<0,01). verdo (V); outono (O);
inverno (I); primavera (P).

As andlises_de regressao, com 10000 permutacdes, demonstraram que existe relacdo
entre a forma e o tamanho, tanto para as fémeas (p<0,05) quanto para os machos (p<0,01). Esse
resultado indica que as variagdes na forma, além de serem intrinsecas aos individuos, também

estdo associadas com as variacdes de tamanho.

Em vista dos resultados obtidos para a analise de morfometria geométrica do X. kroyeri,
foi evidenciado que a metodologia detectou a formacao de dois grupos altamente significativos
dentre as estagdes do ano. Enquanto que a triagem realizada a priori para identificar a espécie
de X. kroyeri, por meio da chave ilustrada de identificacdo de Costa et al, 2003, ndo permitiu

tal discriminacdo

1.1
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6.2 ANALISES MOLECULARES

Do total de 40 amostras selecionadas para as amplificacdes e sequenciamento de uma
regido do gene COI, apenas 33 sequéncias foram utilizadas.. Destas, 8 sdo do verdo, 10 do
outono, 5 do inverno e 10 da primavera. Para o gene 16S rRNA, 30 sequéncias foram utilizadas,
sendo 9 do verdo, 7 do outono, 9 do inverno e 5 da primavera (dados apresentados na tabela 1
do topico Materiais e Métodos). As sete sequéncias que foram descartadas das andlises nao

apresentaram qualidade suficiente para a obtengao das sequéncias consenso.

6.2.1. Obtencdo das sequéncias

As 33 sequéncias consenso obtidas com o sequenciamento ( de uma regido do gene COI
apresentaram 650 pb (aproximadamente). Apds a edicao das sequéncias, o tamanho dos
fragmentos ficou em torno de 643 pb no total, com 572 sitios conservados, 71 sitios variaveis
e 65 sitios informativos para parcimonia. Similar ao tamanhe do fragmento de COI aqui obtido,
Cheng et al. (2015) obtiveram 658 pb com o0s conjuntos LCO1490 e HCO2198 (Folmer et. al,

1994) em sequéncias dos camardes do género Metapenaeopsis.

As 30 sequéncias consenso obtidas com o sequenciamento ( de uma regido do gene 16S
apresentaram 600 pb (aproximadamente), e apos edi¢do, o tamanho dos fragmentos ficaram em
torno de 564 pb no total, composto de 550 sitios conservados, 14 sitios variaveis e 11 sitios
informativos para parcimonia. Em relagdo ao tamanho do fragmento de 16S rRNA obtido,
Magalhdes Ecolaboradores (2014) obtiveram 543pb com os conjuntos 16Sar-5’ e 16Sbr-

3’(Palumbi, 1996) em sequéncias do caranguejo do género Fredius.

O alinhamento no BLASTn das sequéncias de 16S rRNA gerou 98% de similaridade com
X. kroyeri. Diferentemente, as sequéncias parciais de COI obtidas no presente trabalho, cuja
conferéncia no BLASTn nao demonstrou similaridade com as regides da espécie de X. kroyeri
que estavam disponiveis no Genbank (Gusmao et al., 2006; Piergiorge et al. no prelo). A fim
de confirmar se a regido obtida foi, de fato, a do gene COI, foi utilizada uma sequéncia completa
do genoma mitocondrial da espécie Farfantepenaeus californiensis(n° de acesso NC012738.1),
uma vez que ndo ha a sequéncia completa do X. kroyeri depositada no Genbank. Além do
genoma mitocondrial, uma sequéncia parcial do gene COI de X. kroyeri (n° de acesso
DQO084376.1) foi também utilizada. Em seguida, as trés sequéncias foram alinhadas no BioEdit

versdo 5.09 e verificou-se que a regido parcial de COI de X. kroyeri do Genbank alinhou com
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o gene COI de F. californiensis em uma regido diferente da sequéncia do presente estudo.
Comprovando que a regido obtida no presente trabalho ¢ do gene COI, mas que ainda nao foi

depositada no Genbank por outros trabalhos.

6.2.2. Haplotipos identificados

Em relagdo aos haplotipos existentes (figura 13), para o gene COI, foram verificados 2
haplotipos do verdo (ve22 e vel7), 5 do outono (oull, ou28, ou34, ou36 e oud0), 3 do inverno
(in24, in28 e in41) e 4 da primavera (pr05, prl10, prl5 e pr24). Para o gene 16S rRNA foram
encontrados 4 haplétipos do verdo (ve03, vel2, ve30, ve44), 2 do outono (oull e ou34), 3 do
inverno (inl9, in24 e in38) e 2 da primavera (pr02, prl5.
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Figura 13. Trechos dos alinhamentos dos hapl6tipos encontrados para 0s genes mitocondriais
Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI) (A) e 16S rRNA (B) editados no programa BioEdit
v. 7.2.5. Os pontos representam as bases conservadas.
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A verificacdo do grau de saturacdo que foi obtida através da curva de substituicdo por meio da

plotagem do nimero de transicGes e tranversdes versus a distancia genética revelou auséncia

de saturacdo (r2 > 0,7) para os dois genes (figura 14).

A verificacdo de grau de saturacdo confirma se o numero de transversdes ultrapassa o

de transicOes. Caso isso ocorra, significa que as sequéncias sdo bastante variaveis, o que pode

diminuir a informacéo filogenética dos dados (Xia, 2009). Portanto, a auséncia de saturacao

encontrada neste trabalho evidenciou que as sequéncias obtidas dos genes COl e 16S rRNA séo

satisfatorias para a analise proposta.
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Figura 14. Gréficos da frequéncia observada de transicGes (s) e transversfes (v) em relacdo a
distancia genética estimada pelo modelo de Kimura-2-Parametros para os genes mitocondriais
Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI) e 16S rRNA. Os valores de R2 superior a 0,7 indicam

que ndo ha saturacao.
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6.2.3. Distancia genética

Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI)

A matriz de distancias (tabela 5) gerada para o gene COI, representada pelos haplotipos de
cada estacao, mostrou que os valores de distancias intraespecifica atingiram o maximo de 11,6%
(ex. ve22 com ou28) e o minimo de 0% (ex. in24 e oull); os valores de distdncias congenérica
atingiram o maximo de 18% (ex. in28 e R. constrictus) e o minimo de 14,3% (ex. inl7 e R.
constrictus); entre as duas familias os valores de distancias atingiram o maximo de 20,3% (ex.

oud0 e S. crassicornis) € o minimo de 18,7% (ex. inl7 e S. crassicornis).

Tabela 5 Matriz de distancias intraespecifica para parte do gene mitocondrial Citocromo C
Oxidase Subunidade I (COI) de Xiphopenaeus kroyeri com base no-modeloevolutivo Kimura-
2-Parametros (K2P). As duas Ultimas linhas representam as distancias congenérica

(Rimapenaeus constrictus) e entre familias (Solenocera crassicornis).

Sequéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
1-in24
2-in28 0,002
3-in41 0,002 0,004
4-vel7 0,100 0,102 0,102
5-ve22 0,111 0,114 0,109 0,009
6-pr10 0,002 0,004 0,004 0,102 0,114
7-prls 0,111 0,114 0,109 0,013 0,004 0,114
8-pr24 0,002 0,004 0,004 0,102 0,114 0,004 0,114
9-pro0s 0,000 0,002 0,002 0,100 0,111 0,002 0,111 0,002
10-oull 0,000 0,002 0,002 0,100 0,111 0,002 0,111 0,002 0,000
11-0u28 0,004. 0,006« 0,006 0,105 0,116 0,006 0,116 0,006 0,004 0,004
12-ou34 0,111+ 0,114 0,109 0,013 0,004 0,114 0,000 0,114 0,111 0,111 0,116
13-0u36 0,002 0,004 0,004 0,102 0,114 0,004 0,114 0,004 0,002 0,002 0,006 0,114
14-ou40 0,002 0,004 0,004 0,102 0,114 0,004 0,114 0,004 0,002 0,002 0,006 0,114 0,004
15-R. constrictus | 0,177 0,180 0,180 0,143 0,150 0,175 0,154 0,180 0,177 0,177 0,182 0,154 0,180 0,180
16-S. crassicornis | 0,200 0,203 0,203 0,187 0,197 0,203 0,202 0,203 0,200 0,200 0,203 0,202 0,203 0,203 0,182
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De acordo aos resultados obtidos de distancia genética para o gene COI, verificou-se
que a diversidade média entre os individuos do clado 1 foi de 0,3% e entre os individuos do
clado 2 foi de 0.7%. Entretanto, a divergéncia genética média encontrada entre os individuos
dos dois clados foi de 11%. Entre os clados 1 e 2 e o grupo externo R. constrictus, foram
encontradas médias de 18 e 15%, respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados para outros grupos de crustaceos. Jeffery e
colaboradores (2011), aplicaram a técnica de DNA barcode em 42 espécies de Branchiopoda.
Foi verificado que individuos da mesma espécie possuiam uma divergéncia média de 0,52% e
que, entre espécies, a média foi de 13.1%. O mesmo padrao foiencontrado por Costa et al.
(2007) que avaliaram 150 espécies de variados géneros de crustdceos com o gene COI e
encontraram valor de distancia intraespecifica média de 0,46% enquanto que, a distancia média
intraespecifca foi de 17,16%.

Outros trabalhos que utilizaram sequenciamento do gene COI, em camardes, também
apresentaram resultados similares. Belgin, et al. (2014) ao estudarem 12 espécies de variados
géneros de camardes marinhos,encontraram valores de divergéncia intraespecifica entre 0,73 a
2,75% e interespecificos de 12,6 a 26,8%. Gusmao et al. (2006), utilizandodados de COI e
Aloenzimas, confirmaram a ocorréncia de duas espécies cripticas de X. Kroyeri, ao longo da
costa brasileira, as quais os autores denominaram de Xiphopenaeus sp.1 e Xiphopenaeus sp.2.
Para essas consideragdes, foi observada variacdo de 0 a 0,8% de divergéncia dentro de
Xiphopenaeus sp. 1 e de 0.a 0,3% de divergéncia dentro de Xiphopenaeus sp. 2. E, entre

Xiphopenaeus-sp. 1. e Xiphopenaeus sp.2 a divergéncia encontrada foi de 14 a 14,7%.

Com base nos resultados aqui apresentados, entende-se que a divergéncia genética entre
os clados 1 e 2 ¢ relativamente alta (11%). Além disso, ¢ consideravel que os valores de
distancia média entre X. Kroyeri e R. constrictus sdao proximos (15 e 18%) aos valores de
divergéncia média entre os clados, dando-nos a possibilidade de indicar a ocorréncia de espécies

no litoral de Itacaré.
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A arvore gerada para o gene COI formou uma mesma topologia tanto com Neighbor-
Joining (NJ) quanto com Maxima Parciménia (MP). Dessa maneira, apenas a topologia de
Neighbor-Joining (NJ) foi considerada com os dois valores obtidos de Bootstrap de cada

método inseridos nas arvores (figura 15).
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Figura 15. Arvore de Neighbor Joining (NJ) baseadas no método de substituigao nucleotidica
Kimura-2-Parametros (K2P) dos haplotipos do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase
Subunidade I (COI). As cores dos ramos dos haplétipos fazem referéncia a que estacao
pertencem: rosa = verao; vermelho = outono; azul = inverno; verde = primavera. Os numeros
nas bases dos ramos sdao os valores de bootstrap de Neighbor Joining (NJ) e Maxima
Parcimonia (MP), respectivamente.

Foi verificado na arvore de COI (figura 15), a formagao de dois clados (1 e 2) com
valores de Bootstrap confiaveis (99%). O clado 1 foi constituido da maioria dos individuos
coletados no inverno, outono e primavera. Também foi observado homogeneidade na
composicao dos haplotipos pertencentes a este clado. Em contrapartida, o clado 2 apresentou
em sua totalidade, individuos que foram coletados no verdao, com representantes da primavera
e outono (prl5 e ou34). O clado 2 apresentou uma composi¢do dos haplétipos mais
diversificada; os individuos prl5 e ou34 foram separados do individuo ve22 com 97-99% de

confianga; enquanto que o ve22, prl5 e ou34 separaram de vel7 com 100-99% de confianga.
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A rede de haplétipos que foi gerada para o gene COI (figura 16), mostra a distribuicao
dos 11 haplotipos. Assim como demonstrado na arvore de NJ, a rede de haplétipos confirma a

formacgao de dois grupos, que correspondem aos clados 1 e 2, com a ocorréncia de 50 mutagdes

[l verdo

Il Outono Clado 1
B Inverno

[ Primavera

3

entre eles.

50

4
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Figura 16. Rede haplotipica do gene mitocondrial Citoecromo C Oxidase Subunidade I (COI)
entre individuos coletados nas quatro estacdes de Xiphopenaeus kroyeri. Cada cor representa
uma estacao e o tamanho dos circulos é proporcional ao numero de individuos (detalhado dentro
de cada circulo) que compartilham cada haplétipo. Os nimeros nos ramos indicam o nimero
de mutagdes entre os haplotipos.

Com relagdo aos haplétipos posicionados na porgao direita da rede (representantes do
cladol) verifica-se que pr05, oull e in24 representam as sequéncias mais frequentes Os
haplotipos da porgdo esquerda (representantes do clado 2) da rede demonstram que ha uma

maior diversidade entre eles, sendo a ocorréncia de 4 mutagdes entre vel7 e ve22, 3 mutagoes

entre ve22 e prlS/ou34 e 7 mutacdes entre vel7 e pr15/ou34.

16S rRNA

Para o gene 16S rRNA, a matriz de distancias (tabela 6) gerada representada pelos
haplétipos de cada estagdo, mostrou que os valores de distancias intraespecifica atingiram o
maximo de 2,6% (ex. ve30 e pr02) e o minimo de 0% (ex. pr2 e in24); os valores de distancia
congenérica o maximo de 9,9%% (ex. ve30 e P. longirostris) € o minimo de 8,7% (ex. pr02 e
P. longirostris); e entre as duas familias o maximo de 14,9% (ex. ve03 e S. crassicornis) € o

minimo de 14,3% (ex. ve44 e S. crassicornis).
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Tabela 6. Matriz de distancias intraespecifica para parte do gene mitocondrial 16S rRNA de
Xiphopenaeus kroyeri com base no modelo evolutivo Kimura-2-Parametros (K2P). As duas
ultimas linhas representam as distancias congenéricas (Parapenaeus longirostris) e entre
familias (Solenocera crassicornis).

Sequéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
1-ve03
2-vel2 0,024
3-ve30 0,026 0,002
4-vedd 0,024 0,000 0,002
5-pri5 0,024 0,000 0,002 0,000
6-pro2 0,000 0,024 0,026 0,024 0,024
7-0u34 0,024 0,000 0,002 0,000 0,000 0,024
8-oull 0,000 0024 0,026 0,024 0,024 0,000 0,024
9-in19 0,002 0,021 0,024 0,021 0,021 0,002 0,021 0,002
10-in24 0,000 0,024 0,026 0,024 0,024 0,000 0,024/ 0,000 0,002
11-in38 0,002 0,021 0,024 0,021 0,021 0,002 0,021 0,002 0,004 0,002
12-P. longirostris | 0.087 0,097 0,099 0,097 0,097 0,087 0,097 0087 0089 0087 0,087
13-S. crassicornis | 0,149 0,143 0,146 0,143 0,143 0,149 0,143 0449 01149 0149 0146 0,111

De acordo aos resultados obtidos de distdncia genética para o gene 16S rRNA, a
distancia média entre os individuos do clado 1 foi de 0,1% e os individuos do clado 2 foi de
0.2%. A divergéncia genética média encontrada entre os individuos dos clados] e 2 foi de 2%.
Enquanto que, as distancias encontradas utilizando sequencias de referéncia (Genbank) foram
de 0,1% no clado 1; 0,6% no clado 2 e 3% entre os dois clados. As distancias médias dos clados
1 e 2 com o grupo externo P. longirostris foram de 9 e 10%, respectivamente.

Os resultados’ de distancias aqui encontrados para o 16S rRNA, apresentaram
similaridade com a pesquisade Tsoi et al. (2007). Os autores encontraram, com gene 16S rRNA,
valores de distancias genéticas que variaram de 1,1 a 1,5% em duas variedades de Penaeus
Jjaponicus, porém 0s autores ndo consideraram o 16S rRNA como um carater diagnostico
adequado entre as duas variedades.

Os valores de divergéncia encontrados no presente trabalho para o gene 16S rRNA sdo
menores quando comparadas com o COI, e o mesmo resultado foi observado em outros
trabalhos com crustaceos (Francisco e Galetti Junior, 2005; Lefébure et al., 2006; Vergamini et
al., 2011). Em adigdo, Lefébure et al. (2006) sugeriram que 0 16S rRNA néo seria um marcador
apropriado para delimitacdo de espécies em crustaceos. A exemplo de Quan et al. (2004) que
ndo encontraram variacdo intraespecifica utilizando 16 rRNA de 12 espécies de peneideos
estudadas. Embora o 16S rRNA ndo seja um marcador apropriado para identificagdo de
espécies, uma aplicacdo dos genes 16S rRNA e COI em espécies do género Austinixa, mostrou

que, nesse grupo, o 16S rRNA foi mais adequado para identificar relagdes intraespecificas
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(Harrison, 2004).

A arvores gerada para o gene 16S rRNA formou uma mesma topologia tanto com
Neighbor-Joining (NJ) quanto com Maxima Parcimonia (MP). Dessa maneira, apenas a
topologia de Neighbor-Joining (NJ) foi considerada com dois valores obtidos de Bootstrap de

cada método inseridos na arvore (figura 17).

wal1
wal2

wald
772 ve03*

02

oull
in24
in19
in38

99/100

gmi1
94/89 wel2

i vedd
pris
—_ <ve30

ou34

Parapenaeus longitosiris

9272

Solenocera crassicornis

Figura 17. Arvore de Neighbor Joining (NJ) baseada no método de substituigio nucleotidica
Kimura-2-Parametros (K2P) para o gene 16S rRNA. com os hapldtipos + acessos do Genbank
(ramos que estao dentro da caixa amarela). As cores dos ramos (ve03, vel2, ve44, oull, ou34,
in24, in19, in38, pr02 e pr15) fazem referéncia a que estacao pertence: rosa = verao; vermelho
= outono; azul =inverno;verde = primavera. Os numeros que estao nas bases dos ramos sao os
valores de bootstrap de Neighbor Joining (NJ) e Maxima Parcimonia (MP), respectivamente.

Foi verificado na arvore de 16S rRNA (figura 17) a formagao de dois clados (1 € 2) com
valores confidveis de Bootstrap (99% e 100%). No clado 1 foi agrupado: a maioria dos
individuos coletados no inverno, outono e primavera, com a presenga de apenas um individuo
do verdo (ve03*), além dos acessos obtidos do Genbank - wa01l, wa02, wa03 e wa04. Verificou-
se uma homogeneidade na composi¢do das sequéncias pertencentes ao clado 1. Enquanto que,
no clado 2 foi agrupado: a maioria dos individuos que foram coletados no verdo, com
representantes da primavera e do outono (prl5 e ou34), além do acesso obtido do Genbank -
gmO1.

Possivelmente, a diferenca encontrada na divergéncia entre os individuos do clado 2,
apos ser inserida a seqiiéncia gm01 (0,6%) e a homogeneidade encontrada na divergéncia entre

os individuos do clado 1 (0,1%), ap6s a inser¢ao das sequencias de referéncia, seja referente a
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distancia geografica entre os individuos amostrados. Uma vez que, a amostra de X. kroyeri
(gmO1) foi adquirida no Golfo do México-EUA (Chan et al., 2008) enquanto que as demais
(wa01, wa02, wa03 e wa04) foram coletadas aqui no Brasil (Parana e Maranhao) (Maggioni et
al., 2001).

Embora a formacdo de dois grupos distintos seja clara com a analise de todas as
metodologias, foi observado que tanto para as analises de morfometria geométrica quanto para
as analises genéticas aqui realizadas, alguns individuos foram encontrados fora de suas estacoes
esperadas (figuras 9, 10, 15 e 17). A hipdtese elaborada para explicar esse fato € de que se
tratam de individuos que se dispersaram do estoque e, no momento da pesca, foram capturados
em conjunto. A possibilidade de introgressdo? ndo foi considerada, pois nas andlises de
morfometria geométrica, os individuos ve03, prl4, prl5 e ou34 agruparam na mesma estacao
sem sobreposicdo, conforme os resultados genéticos. Esses resultados indicam auséncia de
intermediério entre esses individuos. No entanto, uma analise complementar com genes

nucleares deve ser realizada para averiguar a possibilidade de hibridacéo.

6.3. Consideracdes gerais

Com base nos resultados apresentados;-for possivel inferir que os dois grupos
morfogenéticos apontados pelas analises integradas de morfomeria geométrica e
sequenciamento dos genes COl e 16S rRNA; representam espécies cripticas de X. kroyeri. Além
disso, apesar delas ocorrerem em um mesmo local (simpatria), apresentaram distribuicdes
sazonais diferentes. Para a definicdo de espécie, o conceito filogenético foi considerado. De
acordo com. Cracraft (1983) apud Mayden (1997) pode-se considerar como espécie: “o0 menor
agrupamento. diagnosticavel de organismos individuais dentro do qual existe um padrdo de
ancestralidade € descendéncia parental”.

Varia¢des sazonais na abundancia e na biomassa de camardes foram evidenciadas em
diferentes espécies em varias regides da costa brasileira (Branco, 2005; Ferreira & Freire,
2009). Porém, até o momento, parece ndo haver ainda um consenso entre os pesquisadores a
respeito da biologia da espécie X. kroyeri, a exemplo de Branco (2005) que afirma que as
informagdes existentes sobre reproducdo ainda sdo contraditdrias.

A respeito dos ciclos reprodutivos do camarao sete-barbas, ao longo da costa brasileira,

alguns estudos relatam diferentes padrdes. De acordo com Branco (2005), na Armacao do

2 Introducédo génica de diferente espécie ou subespécie em uma populacéo (Frankhan et al.,
2008)
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Itapocoroy-SP foram verificados dois picos de reproducdo do camardo sete-barbas, sendo um
principal durante a primavera (outubro-dezembro) e um secundario durante o outono (abril-
maio); J& Coelho e Santos (1993) e Santos e Ivo (2000), sugerem que na regido Nordeste o
principal periodo de reprodugdo seja o periodo de dezembro a abril (primavera e verao).
Enquanto que, no Espirito Santo, Martins et al. (2013) indicam um padrdo de atividade
reprodutiva continua com picos no verao.

Quanto ao recrutamento, Castro et al. (2004) e Heckler et al. (2013) no litoral paulista e
Fernandes et al. (2011) no litoral do Rio de janeiro, verificaram picos durante o verdo e inverno.
Em contrapartida, Eutrépio (2009) no litoral do Espirito Santo e Couto el al. (2013) na costa
sul baiana, verificaram que o periodo de recrutamento foi continuo, sem picos.

Embora os trabalhos supracitados ndo sirvam de exemplo para verificacdo de espécies
cripticas, pois nao realizaram analises genéticas, pode-se visualizar uma variacdo sazonal nos
ciclos reprodutivos. Tendo como base o presente trabalho, pode-se imaginar que estes ciclos,
possivelmente estejam relacionados a ocorréncia de espécies cripticas. Contudo, a
incongruéncia dos periodos pode ser devidaaos padrdes de variacdo abidtica encontrados em
cada localidade, como: tipo de sedimento, salinidade, temperatura, entre outros (Santos e Ivo,
2000; Freire, 2005; Fransozo, 2008).

Em relacdo aos padroesde variagdes abiodticas que podem influenciar na distribuicao
das possiveis espécies cripticas de X. kroyeri, Santos (1997) sugeriu que a salinidade é um dos
parametros abioticos mais importante, uma vez que os adultos utilizam preferencialmente dguas
com alta salinidade: No entanto, Lopes et al. (2010) encontraram uma correlacao positiva entre
a turbidez da_ agua e a abundancia, mas ndo encontraram uma relagdo significativa entre a
abundancia, salinidade e temperatura dos camardes sete-barbas estudados na costa de Ilhéus-
BA. Segundo o IBAMA (2011), a ocorréncia de variacdes no aporte continental (descarga
fluvial dos rios) € apontada como o principal fator responsavel pelas variagdes na abundancia
do camarao sete-barbas.

Neste estudo foi verificado que existe uma variacdo na abundancia de captura do
camarao-sete-barbas ao longo do ano na costa da cidade de Itacaré-BA (comunicacdo pessoal).
Segundo os pescadores locais, nos ultimos anos, as maiores quantidades de camarao sete-barbas
sdao obtidas nos meses de agosto e setembro (inverno), em aguas mais turvas € em maiores
profundidades (aproximadamente 20 metros). Porém, a partir do més de dezembro (verdo), a
pesca do camardo-sete-barbas em maiores profundidades torna-se dispendiosa, pois menores
quantidades de camardo sdo obtidas. Sendo, assim os pescadores afirmaram que no verdo a

pesca ¢ realizada em locais mais rasos € em dguas mais claras (faixa de 5 metros). E¢a (2009),
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corrobora com as afirmag¢des dos pescadores segundo as caracteristicas da agua, pois
observaram dguas mais transparentes em margo (verdo) e maior turbidez em agosto (inverno)
no litoral de Itacaré.

O historico a respeito da classificagao taxonomica de Xiphopenaeus ¢ marcada por
irresolug¢des ,comonadelimitagcdo de quantas espécies pertenciam ao género, ou se X. riveti seria
uma espécie valida ou seria um sinénimo de X. kroyeri (Gusmao et al., 2013).

Diante das incertezas taxondmicas sobre o género Xiphopenaeus, Gusmao e Solé-Cava
(2002) desenvolveram um sistema de diagnostico molecular para identificar diferentes espécies
de camardes comerciais brasileiros. Com essa metodologia, dois diferentes haplétipos PCR /
RFLP do citocromo oxidase I (COI) gene mtDNA foram encontrados em populacdes de X.
kroyeri do litoral brasileiro.

Gusmao et al. (2006), confirmaram a ocorréncia de.espécies cripticas de Xiphopenaeus
kroyeri do Atlantico (os autores denominaram Xiphopenaeus sp--1 e Xiphopenaeus sp. 2) com
dados de COI e aloenzimas, e validaram a espécie X. riveti do Pacifico. Em adicdo, resultado
semelhante foi encontrado em um estudo que utilizou 5 loci de microssatélite para o X. kroyeri
(Francisco, 2010). A autora verificou temporalmente um Fst = 0,045 e p< 0.05, sugerindo a
ocorréncia de dois estoques, ¢ auséncia de estruturagdo genética espacial em localidades do
litoral sudeste-sul do Brasil.

O periodo de defeso anual estipulado para o camarao sete-barbas no litoral de Itacaré é
entre 1° de abril a 15 de maio (outono) e de 15 de setembro a 31 de outubro (primavera). A
possibilidade de ocorréncia de duas espécies cripticas com comportamentos diferentes constitui
um fator importante a ser considerado nos periodos pré-definidos, pois as medidas de manejo
atuais podem nao estar protegendo devidamente as duas espécies ( Santos et al., 2007). Portanto,
estudos complementares com enfoque na andlise temporal devem ser realizados para as

populagdes de camardo sete-barbas.

7. CONCLUSOES

e A analise de morfometria geométrica detectou variacdes temporais na forma do
cefalotorax da espécie X. Kroyeri, separando-as em dois grupos significativamente
distintos entre as estagdes, ¢ os resultados sobre o tamanho do centrdéide demonstraram

que a fémeas possuem tamanhos mais uniformes em relacdo aos machos;
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Ao analisar a diversidade genética dos genes COI e 16S rRNA, dois grupos com altos
valores de divergéncia foram formados para X. kroyeri.

Ao compilar os dados morfologicos com os dados genéticos, concluiu-se que os dois
grupos formados se tratam de duas possiveis espécies cripticas de X. kroyeri que
ocorrem em simpatria, porém com distribui¢des sazonais distintas;

Devido a possibilidade de ocorréncia de duas espécies cripticas de X. Kroyeri sugere-se
que o defeso estipulado para os camardes sete-barbas na regido estudada talvez ndo seja
efetivo por se tratarem de estoques diferenciados. Portanto, mais estudos sao necessarios

para um delineamento de planos de manejo mais adequados.
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