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RESUMO

A dificuldade maior na identificacdo dos camardes-rosa Farfantepenaeus brasiliensis e F.
paulensis ocorre principalmente na fase juvenil, quando os caracteres sexuais secunddrios ainda
encontram-se em formacdo e o Unico modo de discerni-las é por meio da observacdo do sulco
dorsal do sexto somito. Assim, para o presente estudo propds-se verificar, por meio de técnicas
moleculares e morfométricas, a identidade de F. brasiliensis e F. paulensis. Adicionalmente, foram
comparados os estoques populacionais das espécies em questdo em trés diferentes localidades ao
longo da costa da regido Sudeste, no estado de S3o Paulo. Foi realizada a extracdo do DNA
gendmico, amplificacdo do gene COl (usado também para o sistema de DNA Barcoding),
purificacdo e sequenciamento. As analises realizadas (rede de haplétipos, analise de distancia
genética e pelo dendrograma) ndo mostraram variabilidade genética entre os estoques
populacionais. F. brasiliensis e F. paulensis sdao espécies validas; o gene COI é eficiente para
separar tais espécies; ndo hd variacdo genética entre as localidades amostradas para as duas
espécies e os caracteres tradicionais ndo permitem a correta identificacdo dos juvenis das duas
espécies. Considerando somente a identidade molecular da espécie, todas as varidveis
mensuradas para a morfometria tradicional foram significativas na separacdo dos grupos
analisados. A andlise de discriminante demonstrou diferengas estatisticas entre as duas espécies
estudadas (p<0,05). As analises de morfometria geométrica na forma da carapaca dos individuos
de F. brasiliensis e F. paulensis resultaram em 16 relative warps e 2 componentes uniformes. Nao
foram encontradas diferencas visiveis na forma da carapaca entre as duas espécies analisadas,
tanto para machos quanto para fémeas. Ao contrario do esperado, as estruturas apontadas pelas
morfometrias (tradicional e geométrica) como significativamente diferentes entre os individuos
examinados foram de certa forma muito subjetivas e ndo foram confidveis para a identificacdo de
F. brasiliensis e F. paulensis. No entanto, ao analisar a morfologia externa dos juvenis, foi possivel
encontrar diferencas entre as duas espécies na posicao do espinho orbital em relagdo aos dentes
do rostro. Assim, os resultados do presente estudo, além de evidenciarem a dificuldade na
identificacdo dessas duas espécies, ainda fornecem novos caracteres morfoldgicos que auxiliardo

na separacao dos juvenis de F. brasiliensis e F. paulensis.
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ABSTRACT

The greatest difficulty in identifying the pink shrimps Farfantepenaeus brasiliensis and F.
paulensis occurs mainly in the juvenile stage, when secondary sexual characters are still in
formation and the only way to separate them is by observing the dorsal furrow of the sixth somite.
In this way, the present study aimed to verify the identity of F. brasiliensis and F. paulensis, using
molecular and morphometric techniques. Additionally, it was also compared the population stocks
of these species at three different regions along the coast of the Southeastern region, at Sdo Paulo
State. Extraction of genomic DNA, amplification of the COI gene (also used for DNA Barcoding
system ), purification and sequencing were performed . The analyzes (haplotype network , analysis
of genetic distance and dendrogram ) showed no genetic variability among the population stocks.
F. brasiliensis and F. paulensis are valid species, the COI gene is efficient to separate such species,
there is no genetic variation among the sampled sites for both species and the traditional
characters do not allow the correct identification of both species juveniles. Considering only the
molecular identity of the species, all variables measured for the traditional morphometry were
significant in separating the groups analyzed. The discriminant analysis showed significant
differences between the two species studied (p < 0.05). The geometric morphometric analysis of
the carapace shape of individuals of F. brasiliensis and F. paulensis resulted in 16 relative warps
and 2 uniform components. There were no differences in the shape of the carapace between the
two species analyzed, both for males and females. Contrary to the expected, the structures
identified by morphometric (traditional and geometrics) as significantly different among
individuals were very subjective and they were not reliable for the identification of F. brasiliensis
and F. paulensis. However, when analyzing the external morphology of juveniles, it was possible to
find differences between the two species in the position of the orbital spine in relation to rostrum
teeth. In this context, the results of this study, besides demonstrating the difficulty in identifying
these two species, they also show new morphological characters that will help on the

identification of juveniles of F. brasiliensis and F. paulensis.
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1. INTRODUCAO

1.1Caracterizacao das espécies

O subfilo Crustacea Pennant, 1777 é um dos mais populares grupos de invertebrados e inclui
alguns artrépodes bem familiares, como caranguejos, camardes, lagostas e tatuzinhos. Dentro
deste subfilo, a ordem Decapoda Latreille, 1802 é tema de diversas publicaces, ndo somente pela
sua importancia econdmica, mas também em parte pela sua enorme diversidade (MARTIN &
DAVIS, 2001).

Os Decapoda dividem-se em duas subordens, os Pleocyemata Burkenroad, 1963 e os
Dendrobranchiata Bate, 1888 (MARTIN & DAVIS, 2001). Os Dendrobranchiata, cujas caracteristicas
principais sdo as branquias primarias bisseriais e presenca de ovos planctonicos (WILLIAMS, 1984),
abrangem duas superfamilias, os Penaeoidea Rafinesque, 1815 e os Sergestoidea Dana, 1852. Os
Penaeoidea compreendem cinco familias: Aristeidae Wood-Mason, 1891, Benthesicymidae Wood-
Mason, 1891, Penaeidae Rafinesque, 1815, Sicyoniidae Ortmann, 1898 e Solenoceridae Wood-
Mason, 1891, enquanto que os Sergestoidea compreendem duas familias: Luciferidae De Haan,
1849 e Sergestidae Dana, 1852 (PEREZ-FARFANTE & KENSLEY, 1997).

Para os peneideos na costa do estado de Sdo Paulo, podemos citar os trabalhos de NAKAGAKI
et al. (1995), que estudaram a composicdo dos camardes marinhos peneideos na regido de
Ubatuba; COSTA (2002), que analisou a distribuicdo ecoldgica dos camardes Dendrobranchiata na
mesma regido; COSTA & FRANSOZO (2004) estudaram a biologia reprodutiva de Rimapenaeus
constrictus (Stimpson, 1874); CASTRO et al. (2004) investigaram a estrutura populacional do
camardo sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862); COSTA et al. (2005a) estudaram a

abundancia de Artemesia longinaris Bate, 1888, COSTA et al. (2005b) analisaram a ecologia de
11
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Sicyonia dorsalis Kingsley, 1878; FREIRE (2005) investigou a biologia populacional de Xiphopenaeus
kroyeri, cuja abundancia e distribuicdo ecoldgica também foi estudada por COSTA et al.(2007);
CASTILHO et al. (2007) investigaram a estrutura populacional de Artemesia longinaris; SIMOES et
al. (2010) e CARVALHO-BAPTISTA et al. (2012) estudaram a variacdo diuturna na captura de X.
kroyeri e A. longinaris, respectivamente.

Dos 48 géneros reconhecidos pela familia Penaeidae — 23 deles sendo apenas registros fosseis
(DE GRAVE et al., 2009) — o género Farfantepenaeus Burukovsky, 1997 apresenta oito espécies,
sendo todas elas economicamente importantes (PEREZ-FARFANTE & KENSLEY, 1997).

O camardo Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) apresenta ampla distribuicdo
geografica, estendendo-se da Carolina do Norte, EUA, até a costa norte do Rio Grande do Sul,
Brasil, sendo mais frequente entre 36 e 55 metros de profundidade (D’INCAO, 1995; COSTA et al.,
2003). Ja F. paulensis (Pérez-Farfante, 1967) distribui-se de forma mais restrita, desde Cabo Frio,
Brasil, até as dguas costeiras da provincia de Buenos Aires, Argentina, sendo mais presente entre
0s 40 e 80 metros de profundidade (D’INCAOQ, 1995; COSTA et al., 2003).

No Brasil, apesar das espécies Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis serem conjuntamente
conhecidas como camardes-rosa, em avaliagdes de estoques pesqueiros a partir de desembarques
em entrepostos de postos geralmente ndo ocorre diferenciacdo entre elas (BRISSON, 1981;
CHAGAS-SOARES et al., 1995).

As duas espécies possuem ciclos de vida caracteristicos das espécies do mesmo género, que
correspondem ao padrdo do “tipo 2” proposto por DALL et al. (1990). De acordo com esse padrdo,
o ciclo é completado da regido estuarina ao mar aberto, offshore. Segundo D'INCAQO (1991), os
camarodes do género Penaeus (Farfantepenaeus) apresentam um ciclo de vida relativamente curto,
variando de 16 a 30 meses. A reproducdo ocorre em mar aberto, na Plataforma Continental, em

12
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profundidades de 30 a 100 m. Os ovos sao bentodnicos e, apds a eclosdo, seguem-se trés fases
larvais planctbénicas, nauplios, protozea e misis, cada uma com varios sub-estagios, que sao
desenvolvidos no oceano. Os camardes penetram em areas estuarinas a partir do 62 sub-estagio
de pés-larvas, através de correntes de maré, e passam a ter hdabitos bentdnicos. Uma vez
alcancando o estagio juvenil, que pode ocorrer entre 4 e 6 meses de vida para a maioria dos
peneideos, os individuos migram para o mar aberto afim de completar seu desenvolvimento,
maturar as gonadas e reproduzirem-se, recrutando-se ao estoque adulto (IWAI, 1978; COSTA &
FRANSOZO, 1999; COSTA et al., 2008; LOPES, 2012).

Quanto a morfologia (figura 1), F. brasiliensis apresenta como caracteristicas distintivas o sulco
dorso-lateral do sexto somito abdominal sem estreitamento, além de mancha escura na jungao do
terceiro e quarto somitos abdominais (COSTA et al., 2003). As fémeas da espécie apresentam o
télico fechado com a porcao anterior das placas laterais cobrindo o processo posterior, i.e.,
apresentam um processo posterior ndo exposto. Por outro lado, quando analisamos F. paulensis
(figura 1), a espécie apresenta como caracteristica distintiva o sulco dorso-lateral do sexto somito
abdominal estreito, os machos apresentam o petasma com a projecao distomedial curta com a
parte dorsal pouco curva, e as fémeas possuem o télico fechado com a por¢ao anterior das placas
laterais ndo cobrindo o processo posterior, i.e., apresentam processo posterior exposto (COSTA et

al., 2003).

13
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Figura 1. Diferengas morfoldgicas entre Farfantepenaeus brasiliensis (a esquerda na foto) e F. paulensis

(a direita) quanto ao sulco (A), petasma (B) e télico (C). Retirado de COSTA et al. (2003).

A maior dificuldade na identificagdo de ambas as espécies ocorre principalmente na fase
juvenil, quando os caracteres sexuais secundarios ainda encontram-se em formacgao. Assim, o
Unico modo é observar a caracteristica do sulco dorsal do sexto somito, conforme descrito acima.
Para machos adultos, muitas vezes tal caracteristica também deve ser utilizada, uma vez que,
durante as amostragens por meio de arrastos de barco, o petasma pode romper ou sofrer
pequenas modificacdes em sua parte distal dificultando a diferenciacdo das duas espécies (COSTA
etal., 2003).

DITTY & BREMER (2011), em um trabalho realizado no Golfo do México com outras
espécies do género Farfantepenaeus, mostraram por meio de técnicas moleculares que o uso de
caracteres “tradicionais” resultou na identificacdo errénea de cerca de 30% dos individuos de F.
duorarum (Burkenroad, 1939) e 35% dos F. aztecus (lves, 1891) do total analisado. Os autores
afirmaram ainda que nem sempre os caracteres utilizados na identificacdo dos taxons foram

suficientes para a diferenciacdo correta das espécies, e reforcam a importdncia da associacdo
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entre a analise molecular e a morfologia comparativa no estudo de padrées de diversidade e
principios ecolégicos e evolutivos que rodeiam o gerenciamento pesqueiro.

Especificamente para os camardes-rosa, podemos encontrar estudos na regidao de Ubatuba
também em COSTA & FRANSOZO (1999), que analisaram a estrutura populacional de duas
espécies, F. brasiliensis e F. paulensis, enfatizando o recrutamento juvenil; COSTA et al. (2000) que
reportaram a ocorréncia dessas duas espécies na Baia de Ubatuba, dentre outros
Dendrobranchiata; ALVES-COSTA & COSTA (2004), que analisaram os niveis de metais pesados em
F. brasiliensis, na mesma regidao; COSTA et al. (2008), que investigaram a abundancia e distribuicdo
de juvenis de F. paulensis e F. brasiliensis no estuario e baia adjacente de Ubatuba.

Alguns estudos apontaram caracteristicas diagndsticas na identificacdo para algumas
espécies de Farfantepenaeus, porém os caracteres sugeridos aplicam-se, em sua maioria, para os
individuos adultos, ou fornecem caracteres que nao servem no diagndstico dessas duas espécies
especificamente. Para os adultos de F. paulensis e F. brasiliensis temos a chave de COSTA et al.
(2003). Para o Atlantico Ocidental, PEREZ-FARFANTE (1969; 1970; 1971) descreveu caracteres
diagndsticos para Farfantepenaeus que permitiram a identificagdo de individuos com
comprimento de carapaca entre 8 e 20mm, porém nenhum desses estudos abordou
conjuntamente as espécies utilizadas no presente estudo (F. brasiliensis e F. paulensis). MAY-KU et
al. (2005) analisaram diferencas morfométricas em estagios iniciais de juvenis de F. brasiliensis e F.

notialis (Pérez-Farfante, 1967).

1.2 A pesca de camardes

Os camardes sao recursos marinhos extremamente valiosos, representando cerca de 20%

de todo o volume de dinheiro negociado no mercado mundial de produtos pesqueiros (DUMONT,
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2008). A China atualmente domina a produ¢dao global, tendo capturado em 2011
aproximadamente 960 mil toneladas de camardes (VASEP, 2012). No Brasil, aproximadamente 39
mil toneladas de camardes foram pescados em 2011 (IBAMA, 2011).

Nas regides costeiras em todo o mundo, a pesca é exercida sobre dois extratos
populacionais: juvenis e sub-adultos em areas estuarinas e lagunares (pesca artesanal) e captura
de adultos em aguas oceanicas (pesca industrial) (LOPES, 2008). A pesca artesanal de camardes na
costa brasileira provavelmente iniciou-se na década de 40, apds a Segunda Guerra Mundial, com a
producdo de criadouros principalmente nas regides sudeste e sul (D’'INCAO et al.,, 2002). Os
primeiros dados de captura industrial na regido datam de 1965 (VALENTINI et al., 1991), com a
mecanizac¢do da frota pesqueira de Sao Paulo e do Rio de Janeiro. A frota atua basicamente sobre
o estoque adulto em oceano aberto, estendendo-se desde a regido norte do Brasil até o estado da
Santa Catarina, na regido sul (PAIVA, 1997).

Segundo o IBAMA (2011), o camarao-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri e os camardes-rosa
(Farfantepenaeus brasiliensis, F. paulensis e F. subtilis (Perez-Farfante, 1967)) foram as espécies
mais capturadas no pais em 2011 entre os crustaceos, com 15.417,8 t e 10.331,2 t,
respectivamente. Essas quatro espécies representam juntas aproximadamente 45% do total da
producdo de crustaceos marinhos no Brasil. Para as regides sul e sudeste do pais, as principais
espécies de camardes exploradas sdo F. brasiliensis, F. paulensis (camarGes-rosa), X. kroyeri
(camardo-sete-barbas), Litopenaeus schimitti (Burkenroad, 1936) (camardo-branco), Pleoticus
muelleri (Bate, 1888) (camardo-santana) e Artemesia longinaris (camardo-barba-ruca) (IBAMA,
2011). Esses camardes possuem consideravel valor econémico, representando, em termos de
rentabilidade, aproximadamente 24% da producdo pesqueira e 6% em peso de captura no sul e
sudeste do pais (PEREZ et al., 2001).
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A pesca dos camardes-rosa nas regides sul e sudeste foi uma das primeiras a ser
regulamentada no pais, ainda no final dos anos 60 (LOPES, 2008). A partir dai, varias medidas
adicionais foram adotadas a respeito da limitacdo da frota (através da concessdo de licencas
especiais para o exercicio da pesca): tamanho minimo de captura para a pesca artesanal, tamanho
de malha das redes e tipo de apetrechos de pesca, delimitacdo de areas regulamentadas e, a partir
de 1983, a introducdo do defeso (periodo pré-estabelecido de fechamento da pesca para uma
determinada espécie) para a temporada de pesca do ano seguinte (SUDEPE, 1988). A atual
legislagdo (Instrugao Normativa n? 163; BRASIL, 2007) para pesca de camarao fundamenta-se em
dois objetivos principais: estabilizacdo da frota pesqueira e manutencdo de um periodo de
proibicdo da pesca para a prote¢ao do recrutamento.

Um melhor entendimento dos processos que afetam esses estoques populacionais,
incluindo o papel da pesca dentro do contexto dos impactos humanos, é necessario para o
desenvolvimento de politicas de conserva¢do e restaura¢ao, tanto dos ambientes estuarinos
quanto no mar aberto (BLABER et al., 2000). Nesse cenario, baseando-se na literatura existente
sobre o tema e em razao da grande importancia econémica da pesca do camarao rosa no Brasil e
da visivel diminuicao do seu estoque, principalmente nas regides sul e sudeste, é importante que
sejam implementados esfor¢os no sentido de aumentar o conhecimento da biologia deste recurso,
criando fundamentos para futuras andlises das medidas de controle e ordenamento da pesca

dessas espécies.

1.3 Analise dos estoques populacionais de camarao-rosa

As variagOes genéticas entre os estoques podem fornecer, por exemplo, informacdes

diretas sobre a estrutura das popula¢cdes de uma mesma espécie ao longo de uma area de
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distribuicdo (DUMONT, 2008). BENZIE (2000) ressalta a importancia da aplicagdo de técnicas
moleculares para o estudo pesqueiro, tais como a identificacgdo da variabilidade genética,
estrutura populacional e isolamento reprodutivo entre grupos. Técnicas moleculares demonstram
ser, segundo BEGG et al. (1999), ferramentas mais confidveis para estudos de conservacao,
auxiliando na identificacdo do isolamento reprodutivo entre os estoques e permitindo, assim,
delinear unidades de gestdo pesqueira e avaliar quais sdo as prioridades de conservacao, a partir
de uma perspectiva evolutiva.

DITTY & BREMER (2011) relataram dificuldade na identificacdo de pds-larvas e juvenis de F.
aztecus e F. duorarum, pois os caracteres que discriminam esses estagios sdo completamente
arbitrarios, situacdo similar a que ocorre para a identificacdo de F. paulensis e F. brasiliensis. Os
autores acima agruparam diversos conjuntos de caracteres utilizados na identificacdo morfoldgica
e encontraram, por meio de analises moleculares, que até 35% dos juvenis capturados de F.
aztecus e F. duorarum haviam sido identificados incorretamente. Tal fato pode estar ocorrendo
com as espécies F. paulensis e F. brasiliensis, ja que o critério mais utilizado na identificacao desses
dois taxons é o sulco no sexto somito abdominal - e este pode ser, em muitos casos, de dificil
visualizacao, podendo resultar em uma identificacao errénea das duas espécies.

Diversos estudos enfocando a temdatica molecular dos peneideos tém sido realizados,
porém a grande maioria deles identificando as popula¢cdes do hemisfério norte. BALDWIN et al.
(1998) estudaram as relagGes evolutivas entre 13 espécies representantes de 6 subgéneros de
Penaeus, todas habitantes dos Oceanos Pacifico e noroeste do Atlantico. GUSMAO et al. (2000)
guestionaram o status taxonomico de Penaeus (=Farfantepenaeus) subtilis e, também por meio de
técnicas moleculares, inferiram que o entdo subgénero Farfantepenaeus é polifilético. GARCIA-
MACHADO et al. (2001) investigaram a diversidade genética entre populacdes de Farfantepenaeus
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notialis na costa de Cuba, e verificaram que o nivel de diferenciacdo das populacdes foi
concordante com a posi¢ao geografica e o regime hidrografico.

MAGGIONI et al. (2001) obtiveram sequéncias a partir do rRNA mitocondrial 16S de 10
espécies de peneideos, entre elas F. brasiliensis e F. paulensis. ROBAINAS et al. (2002)
caracterizaram microssatélites como marcadores moleculares para o camarao rosa F. notialis em
Cuba. LAVERY et al. (2004) reconstruiram a filogenia do género Penaeus no oeste do Indo-Pacifico,
rejeitando, por meio de técnicas moleculares, a ideia de que os subgéneros Farfantepenaeus e
Litopenaeus s3o parafiléticos. DIAZ-JAIMES et al. (2006) analisaram a variacdo genética de
populacdes do camardao marrom F. californiensis no leste do Pacifico. BREMER et al. (2010)
identificaram molecularmente as espécies nativas do Golfo do México F. aztecus, F. duorarum, F.
brasiliensis e Litopenaeus setiferus (Linnaeus, 1767), além da exodtica Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931).

Especificamente para as espécies do presente estudo, abordamos os estudos de PINHEIRO
(2008), que por meio de estudos moleculares inferiu existir pelo menos dois estoques de F.
brasiliensis na costa do Rio Grande do Norte, Brasil. BARRACCO et al. (2005), em um estudo de
caracterizacdo molecular de F. paulensis e L. schmitti, definiram uma sequéncia completa de genes
dessas espécies, dados de fundamental importdncia para o entendimento da imunidade do
camardo e controle de doencas na carcinicultura. MAGGIONI & ROGERS (2002) identificaram
microssatélites para trés espécies préximas de peneideos, Farfantepenaeus subtilis, F. paulensis e
Farfantepenaeus sp., coletados ao longo da costa brasileira.

Recentemente, avancos nos procedimentos moleculares tém aprimorado as técnicas de
identificacdo e de discriminacdo morfologica em organismos aqudticos que sdo muito similares
(BALDWIN et al., 1998; MAGGIONI et al., 2001; DITTY & BREMER, 2011), permitindo a verificacdo
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da identidade das espécies independentemente do seu estagio de vida. Abordagens moleculares
(PALUMBI & BENZIE, 1991; POWELL et al., 1997, MAGGIONI et al., 2001) e morfométricas
(CHUENSRI, 1968; HEALES et al., 1985; MAI-KU et al., 2005) tem sido aplicadas, porém de forma
idendepente, na solucdo de problemas na taxonomia de peneideos. Ou seja, poucos estudos
(PENDREY et al., 1999; DITTY & BREMER, 2011) combinaram técnicas moleculares e morfologia
comparativa/morfometria para confirmar a identidade e definir caracteristicas espécies-

especificas para diferenciar camardes.

20



Teodoro, S.S.A. 2014

2. OBJETIVOS

O objetivo central do presente estudo foi verificar, por meio de técnicas moleculares e
morfométricas, a identidade das espécies de camardes-rosa Farfantepenaeus brasiliensis e F.
paulensis. Pretendeu-se também comparar os estoques populacionais das espécies em questdo
em trés diferentes localidades ao longo da costa da regidao Sudeste, no estado de S3o Paulo. Dessa
forma, foram averiguados os seguintes objetivos especificos: 1) Testar por meio de técnicas
moleculares se os critérios morfoldgicos utilizados na identificacdo das espécies F. brasiliensis e F.
paulensis sao efetivos; 2) Investigar a existéncia ou ndo de variabilidade genética que permita a
separacao dos estoques das espécies F. brasiliensis e F. paulensis nas regides de estudo; 3) Caso as
técnicas moleculares acusem erros na identificacdo de individuos de ambas as espécies, buscar
por meio da morfometria caracteres morfoldgicos para a identificacdo das fases juvenis e adultas
dessas espécies de camardes-rosa. A finalidade deste ultimo objetivo, além de evidenciar se a
morfometria pode ser usada também na diferenciacdo destes importantes estoques pesqueiros, é
ainda informar se esta pode ser uma opc¢do nestes tipos de estudos, buscando uma alternativa
para a problematica na identificacdo das duas espécies referidas. Apesar de seu alto valor
comercial e da necessidade de entender a estrutura do estoque, ainda ha pouca informacdo
disponivel sobre a genética populacional das duas espécies estudadas no presente trabalho. De
forma o presente estudo, além de fornecer dados moleculares inéditos para as duas espécies,
contribuird para uma identificacdo mais precisa dos camardes-rosa presentes na costa sul e

sudeste do Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

As coletas foram realizadas no litoral paulista em locais onde havia registro da ocorréncia
das duas espécies objeto de estudo, Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis. Entretanto, sabe-
se que em alguns pontos essas espécies sao mais abundantes, e por isso foram listadas trés
localidades principais do litoral paulista, sendo elas: regido Norte (Ubatuba), Central (Santos) e Sul
(Cananéia) (figura 2). Em todos os pontos de coleta foram obtidos os espécimes utilizados para as
anadlises moleculares e morfométricas. As coordenadas geograficas referentes a tais pontos foram

registradas em cada local utilizando um GPS (Global positioning system).

-48°35' -47°40' -46°45' -45°50' -44°55'

-22°00°
-22°55'
Norte - Ubatuba
P, 23°50"
Central - Santos
) it -24°45'
: Sul - Cananéia
% & -25°40° -25°40°
.

-48°35' -47°40" -46°45' -45°50' -44°55'

Figura 2. Mapa do litoral do estado de S3o Paulo mostrando as trés localidades amostradas no

presente estudo.

A captura dos animais foi efetuada com um barco de pesca camaroneira portando redes de

arrasto, as quais tinham distancias dos entrends na panagem e no saco de 20 e 18 mm,
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respectivamente. Apds o término de cada arrasto, as redes foram recolhidas ao convés e o
material biolégico foi armazenado em gelo picado até seu transporte ao laboratério, onde cada
espécime foi identificado morfologicamente seguindo a chave especifica (COSTA et al., 2003).
Cada exemplar foi armazenado individualmente em alcool etilico 80%. Adicionalmente, foram
obtidos espécimes provenientes do Rio Grande do Sul para complementar os resultados do
trabalho, catalogados previamente na Colecdo de Crustdceos do Departamento de Biologia da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de S3ao Paulo
(CCDB/FFCLRP/USP).

Apds a identificacdo segundo os critérios tradicionais (COSTA et al.,, 2003), técnicas
moleculares (ver descricdo no item 2.2) foram empregadas nos individuos amostrados com intuito
da confirmacdo da identificacdo morfoldgica prévia. Para garantir uma avaliacdo confidvel da
eficacia dos caracteres tradicionalmente utilizados, as técnicas morfométricas (descritas a seguir,
no item 2.3) e de morfologia comparativa foram aplicadas somente naqueles espécimes cujo
sequenciamento foi obtido com sucesso, ou seja, naqueles individuos com sua identidade
molecular atestada. Para evitar o enviesamento dos dados e padronizar os erros, apenas a autora
do presente estudo fez a identificacdao dos espécimes coletados, apoiada na chave de COSTA et al.
(2003).

Embora as caracteristicas diagndsticas dos adultos das duas espécies em questdo estejam
bem estabelecidas e, portanto, sua identificacdo é relativamente facil (PEREZ-FARFANTE, 1970), as
caracteristicas dos individuos jovens, especialmente nos menores individuos desta categoria
demografica, sdo mais dificeis de serem observadas. Dessa forma, como o objetivo do presente
estudo foi testar a identificacdo das duas espécies, optou-se por classificar como juvenis aqueles
individuos cujo comprimento da carapaca (CC) seja de 22 mm ou menos (juvenis menores e cujos
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caracteres morfoldgicos sdo mais dificeis de serem observados) e como pré-adultos e/ou adultos
todos aqueles individuos (machos ou fémeas) com CC maior que 22 mm (caracteres diagndsticos
mais faceis de serem visualizados). Este tamanho foi definido baseando-se no menor adulto
capturado em um estudo anterior (LOPES, 2012) realizado com as mesmas espécies e em uma

regido abrangida pelo presente estudo (costa do estado de Sdo Paulo).

3.2 Analises moleculares

3.21 Obtencao dos dados

A obtencdo e manipulacdo do material genético estdo em conformidade com a licenga do
SISBIO para coleta e andlise genética de decdpodes, N2 11777-1 Data da Emissdo: 16/09/2007
emitida pelo CGEN ao coordenador do Projeto Tematico Biota FAPESP (Processo 2010/50188-8),
projeto ao qual este presente projeto esta associado.

Foi utilizado o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) para obtenc¢do das sequéncias de
todos os espécimes/espécies/localidade capturados. Primeiramente foi feita uma analise somente
com espécimes adultos, com as seguintes finalidades: 1) verificar se o gene COI pode ser utilizado
para separar as duas espécies; 2) testar a identificacdo baseada em caracteres morfoldgicos; e 3)
avaliar a existéncia de variabilidade entre as localidades analisadas. O nimero de espécimes foi
utilizado com o intuito de minimizar problemas relativos aos limites entre a variabilidade genética
intra e interespecificas, a fim de detectar a existéncia de haplétipos polimdrficos cuja variagdo
precede a divergéncia das espécies. O gene COl foi escolhido porque apresenta grande
variabilidade de taxas de evolucdo (MORITZ et al., 1987) e foi utilizado para verificar a ocorréncia

de variacOes interpopulacionais dentro das espécies, como ja realizado em outros estudos com
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camardes (GUSMAO et al., 2000; VERGAMINI et al., 2011; TEROSSI & MANTELATTO, 2012). Outra
vantagem do uso do COI é que este é o gene utilizado como “barcode” para a maior parte da vida
animal (HEBERT et al., 2003), e assim os resultados do presente estudo também fomentam este
banco de dados, auxiliando estudos futuros.

O DNA genbOmico total foi obtido a partir dos tecidos musculares abdominais dos individuos.
Este procedimento tem a vantagem de poder ser realizado a partir de pequenas quantidades de
tecido bioldgico, eliminando na maioria dos casos a danificacdo do exemplar estudado. O
protocolo de extracdo dos espécimes frescos e/ou fixados apenas em etanol 70-80% foi baseado
no trabalho de MANTELATTO et al. (2007 e 2009). Os tecidos musculares extraidos de cada
individuo foram colocados em lysis buffer e proteinase K (500 pg/mL) e incubados por 24h a 55°C.
Apods o banho seco, antes da centrifugag¢do, foi adicionado em cada amostra 200uL de NH4Oac
(7,5M); depois desta, adicionou-se 600uL de isopropanol resfriado, para decantagao do DNA. Apds
48h de refrigeracdo das amostras a -20°C, o pellet resultante foi lavado com 15uL de ETOH 70%,
centrifugado, liofilizado em um “Concentrator 5301 Eppendorf” e ressuspendido em 20uL de
Tampdo TE. A concentracdo do DNA extraido de cada amostra foi mensurada em um
espectrofotémetro Nanodrop®2000.

As amostras com as concentracdes de DNA foram utilizadas para a amplificacdo pela reacao
de PCR (Polymerase Chain Reaction) em um termociclador Veriti Applied Biosystems®. A
amplificacdo foi realizada utilizando-se os primers especificos HCO1-2198 (TAA ACT TCA GGG TGA
CCA AAA AAT CA) e LCO1-1490 (GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG) (FOLMER et al., 1994). A
escolha dos primers foi baseada na aplicabilidade dos dados, os quais poderdo ser utilizados para
futuros estudos filogenéticos e para o sistema de DNA barcoding. Os produtos do PCR foram

obtidos em uma reagdo de volume total de 25pL, contendo H,0 ultrapura, PCR Buffer (10X), MgCl,
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(25mM), betaina (5mM), solugdo BSA 1%, DNTPs (10 mM), primers (10 uM), Thermus aquaticus
polimerase (5 U/pL) e 140 ng do DNA previamente extraido. A amplificagdo do DNA pela técnica
do PCR foi realizada com o ciclo termal com desnaturagdo inicial por 2 min a 94°C, anelamento por
35 ciclos (30s a 94°C; 30s a 46-50°C; 1min a 72°C) e extensao final por 2 min a 72°C. Os resultados
de cada PCR foram observados em eletroforese com gel de agarose 1% e fotografados com
camera digital C-7070 da Olympus® em um transiluminador UV Transilluminator M20 da UVP®.

O DNA amplificado foi purificado com o kit de purificacdo Sureclean”. Apés a purificacdo as
amostras com concentragdo maior que 10ng/ul em volume de 20ul foram enviadas ao
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterinarias de Jaboticabal,
Universidade Estadual Paulista, onde foram realizadas as reacdes de preparacdo para o
sequenciamento e posterior sequenciamento de uma fita por espécime utilizando-se o primer

HCO1-2198.

3.2.2 Analise dos dados

A edicdo das sequéncias foi realizada no programa BIOEDIT versdo 7.0.9 (HALL, 1999). Os
fragmentos de DNA obtidos foram submetidos ao alinhamento no sistema BLAST para
comparagao com a assembleia do banco de dados NCBI
(http://blast.ncbi.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi), visando a confirmacdo de suas respectivas
identidades. Os espécimes testemunho destas sequéncias foram tombados (CCDB/FFCLRP/USP,
Apéndice 1) constituindo assim o voucher genético. Todas as sequéncias obtidas neste estudo
foram depositadas no Genbank (Apéndice 1). Adicionalmente foram obtidas sequéncias de outras

espécies para comparacdo com as sequéncias obtidas no presente estudo.
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As analises seguiram os métodos utilizados por VERGAMINI et al. (2011) para a comparagao
entre as localidades e entre as espécies analisadas. As sequéncias foram previamente alinhadas
com parametros predefinidos no programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994), implementado no
programa BioEdit 7.0.9.

Foram realizadas as seguintes analises:

- construcdo de uma matriz de divergéncia genética baseada no modelo Kimura-2-
Parametros (KIMURA, 1980) no programa MEGA versdo 5 (TAMURA et al., 2011);

- analise de Maximum Likelihood (ML) no software RAXML 7.2.8 (STAMATAKIS, 2006;
STAMATAKIS et al., 2008) usando a versdo online disponivel na plataforma Cyberinfrastructure for
Phylogenetic Research (CIPRES) (MILLER et al., 2010). Tal analise foi conduzida com os parametros
padrdes para RAxXML utilizando o modelo de evolugdo GTR e foi selecionada a opg¢do para
determinar automaticamente o nimero de bootstraps necessarios para a andlise (STAMATAKIS et
al., 2008). Assim, para as andlises de adultos e adultos+juvenis foram realizados 650 e 1000
pseudo-réplicas de bootstraps, respectivamente, e foram reportados apenas os valores maiores
que 50%.

- 0o numero de haplétipos foi calculado no programa DnaSP 4.10.9 (ROZAS & ROZAS, 1999), e
as redes de hapldtipos foram construidas pelo método de Median-Joining, no programa Network
(BANDELT et al., 1999), com preparagdo dos dados no programa DnaSP.

- A diferenciacdo genética das populacGes foi analisada por meio da Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), considerando a variacdo em cada sitio nucleotidico
separadamente, no programa Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Esta andlise permite estimar o

nivel de subdivisdo genética intra-especifica, considerando a variacdo das frequéncias génicas em
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dois niveis hierarquicos: variacdo (1) entre regides (Ubatuba, Cananéia, Santos e Rio Grande do

Sul), e (2) entre individuos dentro das regides.

3.3 Analises Morfométricas

3.3.1 Morfometria tradicional

Para a realizacdo das mensuracdes referentes as analises morfométricas, foram selecionados
todos os individuos cujas identidades foram atestadas molecularmente, pertencentes as duas
espécies (F. paulensis e F. brasiliensis), de ambos os sexos e provenientes das quatro localidades
amostradas (Ubatuba, Santos, Cananéia e Rio Grande do Sul). Todas as amostras foram mantidas
sob refrigeracdo e/ou em dlcool absoluto até o momento das analises. A identificacdo do sexo foi
efetuada por meio da observacdo do primeiro par de pleépodos (macho: presenca de petasma no
primeiro par de pledpodos; fémea: auséncia de petasma) (PEREZ-FARFANTE & KENSLEY, 1997;
COSTA et al., 2003). Esta observacgdo foi realizada utilizando um estereomicroscépio com zoom de
0,67x a 4,5x. Para a biometria foi utilizado um paquimetro digital (precisdo de 0,01mm). De cada
individuo foram obtidas 12 medidas morfométricas: Comprimento da carapaca (CC), altura da
carapaca (AC), comprimento da escama antenal ou escafocerito (CEA), comprimento do primeiro
(CS1), segundo (CS2), terceiro (CS3), quarto (CS4), quinto (CS5) e sexto (CS6) somito abdominal,
comprimento do telson (CT), comprimento do endopodito do urépodo (CEN) e exopodito do
urépodo (CEX) (figura 3). Essas medidas foram modificadas de TZENG (2004), cujo estudo com o
também peneideo Parapenaeopsis hardwickii (Miers, 1878) mostrou que os caracteres escolhidos
constituem bons indicadores para o estudo da morfometria.

A partir dos individuos testados molecularmente, os dados foram tratados de duas

maneiras: em uma analise inicial, considerou-se apenas a identidade morfoldgica dos individuos, a
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fim de verificar se as estruturas escolhidas para a andlise (figura 3) mostravam diferencgas
morfométricas suficientes para separar os individuos (cada grupo referente a uma espécie). Apds
essa etapa inicial, todas as analises estatisticas foram realizadas novamente, porém dessa vez
considerando apenas a identidade molecular dos espécimes utilizados. Decidiu-se analisar os
dados dessa forma para que a exibicdo dos resultados fosse mais didatica e assim facilitasse a
visualizacdo do problema apontado pelo presente estudo, sobre a dificuldade na identificacdo dos

juvenis de F. brasiliensis e F. paulensis.

Figura 3. Caracterizacdo das medidas tomadas de cada individuo de cada espécie. CC: comprimento da
carapaca; AC: altura da carapaca; CEA: comprimento da escama antenal ou escafocerito, CS1: comprimento
do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo somito abdominal; CS3: comprimento do
terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto somito abdominal; CS5: comprimento do quinto
somito abdominal; CS6: comprimento do sexto somito abdominal; CT: comprimento do telson; CEN:
comprimento do endopodito do urdpodo; CEX: comprimento do exopodito do urépodo. Modificado de

PEREZ-FARFANTE & KENSLEY, 1997.
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A equac3o alométrica (y= ax’) foi utilizada para encontrar o valor de b para os calculos de
remogao do efeito da variagdo do comprimento da carapaga (CC, varidvel independente), nas
estruturas corporais mensuradas (varidveis dependentes), separadamente (TZENG, 2004). Todas
as caracteristicas de tamanho foram padronizadas de acordo com: Yi*=Yi [x/Xi]b, no qual Yi* é o
tamanho padronizado da caracteristica que se deseja; Yi € o tamanho da caracteristica que vai ser
padronizada; X é a média do comprimento da carapaca da amostra analisada e Xi € o comprimento
da carapaca dos individuos analisados (TZENG, 2004).

Posteriormente foi realizada uma Analise Discriminante (AD), para buscar evidéncias da
existéncia de diferengas morfométricas entre os individuos e determinar quais varidveis
(estruturas corporais) foram mais relevantes na divisdo das espécies em estudo. O poder de
discriminacdo de cada variavel foi observado pelo Wilks’lambda associados aos valores estatisticos
de F e P (valores de F<1, foram considerados na AD) (ANASTASIADOU & LEONARDOS, 2008).
Valores de Wilks’'lambda podem variar de 0 a 1, sendo, 0 = total discrimina¢do e 1 auséncia de
discriminacdo. Adicionalmente, foi realizada uma andlise de discriminantes canbnicos para
evidenciar graficamente a separacao dos grupos (espécies). As varidveis canoOnicas (“Roots”) foram
testadas quanto a sua significancia pelo teste do Chi-quadrado.

Em seguida, uma analise de covaridncia (ANCOVA a= 0,05) foi realizada para comparar os
coeficientes angulares (b) e lineares (a) de cada relacdo morfométrica entre as populacdes
estudadas.

3.3.2 Morfometria Geométrica

Para verificar variacdes morfoldgicas e buscar estruturas que possam auxiliar na
identificacdo dos individuos de F. paulensis e F. brasiliensis, foram realizadas também analises de
morfometria geométrica sobre a carapaca dos individuos que tiveram sua identidade molecular
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atestada. Imagens digitais da vista lateral da carapaga foram obtidas utilizando uma camera Canon
60D acoplada com uma lente Sigma 17-50mm f/2.8. As imagens foram obtidas em vista
desarmada. Dez landmarks (marcos anatomicos) foram definidos ao longo da margem da carapaca

(figura 4).

Figura 4. Landmarks utilizados para as andlises de morfometria geométrica da carapaga dos
individuos de F. paulensis e F. brasiliensis, vista lateral. 1: Base do espinho antenal; 2: Base do espinho
orbital; 3: base do primeiro dente rostral; 4: ponto mais alto da margem posterior da carapaga; 5: inicio da
curva da margem posterior da carapaga; 6: ponto mais alto da curva da margem posterior da carapaga; 7:
primeiro ponto da reta da base da carapaca; 8: metade da distancia entre a margem posterior e a margem
anterior da base da carapaca; 9: base do espinho pterigostomal; 10: margem posterior da base do espinho

antenal. Adaptado de CHAN (1998).

Todos os landmarks foram definidos utilizando o software tpsDig 2.14 (ROHLF, 2009),
seguindo os critérios de padronizacdo (ADAMS et al., 2004; ZELDITCH et al., 2004). A maior parte
dos landmarks foi do tipo | (atendem aos principios de homologia, pois ndo necessitam de

nenhuma estrutura adicional para serem localizados), mas para que pudesse ser obtida uma
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cobertura adequada da estrutura corporal utilizada, também foram utilizados landmarks do tipo Il
(atendem aos principios de homologia, mas sdo suportados por caracteristicas geométricas) e do
tipo lll (ndo atendem aos principios da homologia e sdo pontos relativos a um referencial
conhecido) (BOOKSTEIN, 1997).

Apds a digitalizagao, os landmarks homélogos foram alinhados através de um procedimento
de superimposicdo por minimos quadrados (Andlise de Procrustes Generalizada), removendo
gualquer informacgdo ndo relacionada a forma, tais como posicdo, orientacdo e tamanho (ROHLF &
SLICE, 1990). A variacdo morfoldgica foi estimada utilizando o procedimento de deformacao thin
plate spline (TPS), que adapta uma funcdo de interpolacdo a uma configuracdo consenso
(BOOKSTEIN, 1991) derivando a variagdo da forma em dois componentes principais: um
componente uniforme (UC), descrevendo a variacao global, e um componente ndo uniforme, que
descreve a variagdo local em regides especificas (ZELDITCH et al., 2004). Finalmente, uma andlise
de relative warps (RW), andloga a analise de componentes principais, foi empregada nos
componentes ndo uniformes, gerando novas variaveis de forma (RWs) (ROHLF, 1993). Todas essas
rotinas numéricas foram realizadas utilizando o software tpsRelw 1.46 (ROHLF, 2008). Explicacdes
mais detalhadas acerca dos métodos morfométricos aqui empregados podem ser encontradas em
ROHLF (1990), ADAMS et al. (2004) e ZELDITCH et al. (2004).

Os valores dos componentes uniformes e dos relative warps foram comparados entre as
espécies, separadamente para cada um dos sexos, utilizando uma andlise de variancia
multivariada (MANOVA — Wilks test, n=98) no Statistica 11. O tamanho do centroide (TC), definido
como a raiz quadrada da somatdria do quadrado das distancias entre todos os landmarks e o

centro de gravidade (centroide) da respectiva configuracdo, foi comparado entre as espécies
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através de um teste t de Student. A variacdao da forma da carapaca através dos relative warps ou

dos eixos uniformes foi descrita pelas grades de deformacgao obtidas nas analises TPS.

3.3.3 Morfologia comparativa

Além das andlises moleculares e morfométricas, também foram realizadas analises
comparativas da morfologia externa das duas espécies utilizadas no presente estudo. Essa andlise
morfoldgica teve o intuito de buscar novos caracteres ndo apontados pelas técnicas empregadas
e/ou pelas chaves de identificacdo existentes.

Dessa forma, todos os individuos cuja identidade molecular péde ser atestada foram
minuciosamente analisados quanto a sua morfologia, utilizando uma Estereomicroscdpio Olympus
SZX7 acoplada de camara clara. A busca de novos caracteres foi direcionada através de trabalhos
realizados com outras espécies do mesmo género (PEREZ-FARFANTE, 1967; COSTA et al., 2003;

DITTY & BREMER, 2011).
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4. RESULTADOS

4.1 Analises moleculares

Para as andlises do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | foram utilizados 103 camardes
(tabela 1), tanto exemplares juvenis (carapaga menor ou igual a 22 mm) quanto pré-adultos e/ou
adultos (carapaca maior que 22 mm) das duas espécies de cada uma das regides amostradas.
Desses, 39 foram identificados morfologicamente como Farfantepenaeus brasiliensis e 64 como F.
paulensis. Todos os exemplares de F. brasiliensis capturados na regido de Santos apresentaram CC

inferior a 22 mm, portanto, todos juvenis.

Tabela 1. Quantidade de individuos analisados, por espécie e por localidade amostrada; CCDB: Colecado de

Crustaceos do Departamento de Biologia, FFCLRP/USP;

Localidade Sequenciados
" Ubatuba 8
5
L w Juvenis (CC<22mm) Santos 6 33
“
§ § Cananéia 19
o =
T8 Ubatuba
S =
"';5“ < Pré-adultos e/ou adultos (CC>22mm) Santos 0 6
w
Cananéia
TOTAL 39
§ Ubatuba 9
3 Juvenis (CC<22mm) Santos 10 45
S
3 Cananéia 26
5
§ Ubatuba 7
§. Santos 2
< Pré-adultos e/ou adultos (CC>22mm) 19
s Cananéia 6
©
& Rio Grande do Sul 4

TOTAL 64
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4.1.1 Analise dos individuos adultos

Verificou-se que ocorre separacdo das duas espécies, na qual os individuos adultos de F.
brasiliensis formaram um clado separado de F. paulensis (figura 5) e, também foi possivel observar
qgue ndo houve estruturacdo por localidades amostradas. Tais resultados também foram
constatados pela andlise de distancia genética (tabela 2). A distancia genética intra-especifica (0 a
0,6%) foi menor que a distancia inter-especifica (4,3 a 18,1%) e entre F. brasiliensis e F. paulensis a
divergéncia genética inseriu-se na faixa na divergéncia inter-especifica (10,1 a 10,9%) (tabela 2),
comprovando a validade taxondmica das duas espécies. Ja as varia¢cOes genéticas entre localidades

de uma mesma espécie se sobrepdem, ndo permitindo a separagdo por localidade.

35



Teodoro, S.S.A. 2014

Tabela 2. Matriz de distancia genética do gene Citocromo Oxidase | construida para os adultos das espécies analisadas. Foram agrupados e apresentados os

valores minimos e maximos de distancia genética (Kimura-2-Parametros).

F. brasiliensis -

F. brasiliensis -

F. paulensis - F. paulensis -

F. paulensis -

RIO F. paulensis -

F. californiensis F. notialis F. subtilis L. vannamei L. stylirostrus

Ubatuba Cananéia SANTOS UBATUBA  GRANDEDOSUL  CANANEIA
F. brasiliensis -
UBATUBA (N=3) 0,000 - 0,004
F. brasiliensis -
CANANEIA (No3) 0,000-0,006 0,002 - 0,006
F. paulensis -
SANTOS (No2) 0,101-0,105 0,101 - 0,105 0,000
F. paulensis -
UBATUBA (N<7) 0,101-0,105 0,101 -0,105 0,000 0,000
F. paulensis - RIO 101 (109 0101-0,109 0,000-0,004 0,000-0,004 0,000 - 0,004
GRANDE DO SUL (N=4) ' ' ' g g ' ' g g
F. paulensis -
CANANEIA (N-5) 0,101-0,109 0,101-0,109 0,000-0,004 0,000-0,004  0,000-0,004 0,000 - 0,004
F. californiensis 0,043 0,041 - 0,043 0,121 0,121 0,121-0,125  0,121-0,125 -
F. notialis 0,118-0,120 0,118 -0,120 0,137 0,137 0,137-0,142  0,137-0,142 0,125 -
F. subtilis 0,101-0,106  0,101-0,106 0,092 0,092 0,092-0,096 0,092 - 0,096 0,115 0,111 ]
L. vannamei 0,172 0,172 - 0,105 0,176 0,176 0,176-0,181 0,176 - 0,181 0,177 0,152 0,148 -
L. stylirostrus 0,139-0,141 0,139 - 0,141 0,150 0,150 0,150-0,155 0,150 - 0,155 0,155 0,136 0,127 0,117 ;
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F. paulensis - CANANEIA
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F. paulensis- UBATUBA
F. paulensis— RIO GRANDE DO SUL

91 F. paulensis - CANANEIA

F. paulensis - CANANEIA

F. paulensis- SANTOS

F. poulensiz— RIO GRANDE DO SUL
F. poulensis - CANAMNEIA

F. naulensis- UBATUBA
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F. paulensis - CANANELA
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i F. paulensis— RIO GRANDE DO SUL
F. paulensis - CANANEIA
F. poulensiz - UBATUBA
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F. brasiliensis - UBATUBA
9 F. brosiliensis - UBATUBA
F. brasiliensis - CANANELA

100
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100 F. brasiliensis - CANANEIA
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Figura 5. Dendrograma do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | para os espécimes adultos de
Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis para as trés localidades amostradas e grupo externo construida
por meio de Maximum-Likelihood. Os niumeros apresentados correspondem aos valores de significancia

para 650 pseudo-réplicas de bootstrap, apenas sdo mostrados valores de bootstrap > 50%.

37



Teodoro, S.S.A. 2014

Baseando-se nos fragmentos parciais do gene COl dos 25 adultos das espécies alvo
sequenciados das quatro localidades amostradas (Ubatuba, Santos, Cananéia e Rio Grande do Sul)
e das espécies do mesmo género utilizadas como grupo externo (F. californiensis, F. notialis e F.
subtilis), foram definidos 9 haplétipos (H), dos quais 4 (cerca de 57%) representaram haplétipos
individuais, ou seja, encontrados em apenas um individuo (tabela 3). A rede de haplétipos
construida mostrou que, dentro de cada espécie, hd compartilhamento de haplétipos entre as
localidades (figura 6; tabela 3).

Dentre os hapldtipos compartilhados por mais de um individuo, o H4 foi o mais frequente
entre os adultos de F. paulensis analisados, tendo sido compartilhado por 17 individuos
provenientes das quatro localidades amostradas. Para os adultos de F. brasiliensis, o H1 foi o mais
frequente, tendo sido compartilhado por 3 individuos (tabela 3). Observa-se também que o
numero de mutacdes entre as espécies é muito maior que o numero de mutagles entre
espécimes da mesma espécie.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) com estrutura hierdrquica simples (auséncia de
estrutura) detectou que ndao ha diferenca significativa entres as localidades amostradas, tanto

para F. paulensis (tabela 4) quanto para F. brasiliensis (tabela 5).
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Tabela 3. Distribuicdo dos hapldétipos identificados (H) nos adultos sequenciados
pertencentes as quatro localidades amostradas. N: nimero de individuos amostrados em cada

localidade. FB: Farfantepenaeus brasiliensis; FP: F. paulensis; FN: F. notialis; FS: F. subtilis; FC: F.

californiensis.
Hapldtipos
Localidades FB FP FC|FS|FN
1234 56(7|8|9
Ubatuba 21 7
Santos 2
Cananéia 1115 1
;{:‘c; Grande do 3 1
Total 321117 111111

Tabela 4. Farfantepenaeus paulensis. Resultados da analise de variancia molecular (AMOVA)

considerando as 4 regides amostradas.

Estruturagdo Fonte de variagdo Componentes de Variancia %
Entre regides -0,00298 Va -1,94
ausente
Dentro das regides 0,15684 Vb 101,94
indice de Fixacdo FST: | -0,01939

Tabela 5. Farfantepenaeus brasiliensis. Resultados da analise de variancia molecular (AMOVA)

considerando as 3 regides amostradas.

Estruturacao Fonte de variacdo | Componentes de Variancia %
Entre regides 0,00199 Va 0,55
ausente
Dentro das 0,36021 Vb | 99,45
regioes
indice de Fixagdo FST: | 0,0055
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Figura 6. Rede de haplétipos construida pelo método Median-Joining, indicando a distribuicdo dos 9 haplétipos referentes aos espécimes adultos coletados das
espécies Farfantepenaeus analisadas. O nimero ao lado do circulo corresponde ao nimero do hapldtipo (H). O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia do

haplétipo. Os  pequenos circulos pretos representam os vetores médios. Os circulos brancos representam passos mutacionais.
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Mesmo com o relativamente baixo nimero de sequéncias utilizadas, essa analise inicial foi
suficiente para demonstrar que: 1) o gene COI foi eficaz para separar as duas espécies; 2) os
caracteres morfoldgicos utilizados para a identificacdo dos adultos sdo eficientes; e 3) ndo ha
estruturacdo genética entre as localidades dentro de cada espécie (figuras 5 e 6). Dessa forma, a
partir da confirmacao de tais aspectos, como o foco do presente estudo foi verificar a identidade
dos juvenis, os esforcos foram direcionados para obtencao de sequéncias dos individuos com CC

menor que 22 mm, ndo importando as localidades nas anadlises seguintes.

4.1.2 Analise dos individuos adultos + juvenis

Para o presente estudo foram sequenciados entdo 45 juvenis morfologicamente
identificados como F. paulensis e 33 juvenis morfologicamente identificados como F. brasiliensis
(tabela 6). Vale ressaltar que mais esforcos foram direcionados para obter sequéncias de juvenis
identificados morfologicamente como F. paulensis, pois esta é a espécie que apresenta maior
dificuldade quanto a identificagdo morfoldgica. A quantidade de individuos juvenis com sua
identificacdo morfoldgica testada por meios moleculares encontra-se na tabela 6, onde se
constata que a identificagdo molecular mostrou que 60% dos juvenis morfologicamente
identificados como F. paulensis sequenciados eram na realidade F. brasiliensis, fato evidenciado na
rede de hapldtipos (figura 7) e no dendrograma (figura 8); com excecdo de um individuo (cerca de
3%), todos os juvenis identificados como F. brasiliensis tiveram sua identidade confirmada pela

analise molecular (tabela 6, figuras 7 e 8).
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Tabela 6. Relagdo dos espécimes juvenis morfologicamente identificados como
Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis sequenciados e cuja identidade foi atestada

molecularmente.

Individuos identificados

Juvenis sequenciados Status Identificacao
erroneamente

e . 32 F. brasiliensis
Farfantepenaeus brasiliensis 33 . 3%
1 F. paulensis

) 19 F. paulensis
Farfantepenaeus paulensis 45 o 60%
27 F. brasiliensis

Como houve uma nitida separagdo das outras espécies de Farfantepenaeus demonstrada na
andlise com adultos, foram utilizados apenas adultos das espécies de interesse (F. brasiliensis e F.
paulensis) para a rede de hapldtipos que inclui os juvenis. Essa rede de hapldtipos construida
mostrou que ha compartilhamento de haplétipos entre individuos morfologicamente separados
em duas espécies diferentes (figura 7; tabela 6). Baseado nos fragmentos parciais do gene COI dos
103 espécimes sequenciados das quatro localidades amostradas (Ubatuba, Santos, Cananéia e Rio
Grande do Sul), foram definidos 31 hapldtipos (H), dos quais 26 (aproximadamente 84%)
representaram haplétipos individuais, ou seja, encontrados em apenas um individuo (tabela 7).

Dentre os hapldtipos compartilhados por mais de um individuo, o H15 foi o mais frequente
entre os F. paulensis analisados, tendo sido compartilhado por 30 individuos. Entre os F.
brasiliensis, o H1 foi o mais frequente, tendo sido compartilhado por 27 individuos (tabela 7).
Observa-se também que o numero de mutacdes entre as espécies é muito maior que o numero de

mutacdes entre espécimes da mesma espécie.
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Figura 7. Rede de haplétipos construida pelo método Median-Joining, indicando a distribuicdo dos 30 haplétipos referentes aos espécimes adultos e juvenis
coletados das espécies de Farfantepenaeus analisadas. O nimero ao lado do circulo corresponde ao numero do haplétipo (H). O tamanho do circulo é proporcional a

frequéncia do hapldtipo. Os pequenos circulos pretos representam os vetores médios. Os circulos brancos representam passos mutacionais.

43



Teodoro, S.S.A. 2014

Tabela 7. Distribuicdo dos haplétipos identificados (H) nos individuos sequenciados pertencentes as duas espécies amostradas. N: niumero de individuos

amostrados em cada regido. FB: molecularmente identificado como Farfantepenaeus brasiliensis. FP: molecularmente identificado como Farfantepenaeus paulensis.

Haplétipos
FB FP FB FP FB FP
1 234567 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Morfologia: F. paulensis 16 6 32 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Morfologia: F. brasiliensis 17211111111 1 1 1 3 1 1 1
Total 3388111111111 1 1 33111 111 1 11 1 1 1 1 11
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Figura 8. Dendrograma do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | para os espécimes adultos e juvenis de
Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis para as trés localidades amostradas mais o grupo externo. Construido por
meio de Maximum-Likelihood. Os nuimeros apresentados correspondem aos valores de significancia para 1000
réplicas de bootstrap; apenas sdo mostrados valores de bootstrap > 50%. As anotag¢Ges em cores indicam os
individuos analisados, onde os tragos cinzas sdo aqueles cuja identificagdo molecular mostrou que a identificagdo
morfoldgica foi correta e os vermelhos indicam os espécimes cuja identificagdo molecular acusou uma identificagdo

morfoldgica errénea.
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4.2 Analises morfométricas

4.2.1 Morfometria tradicional

Para a realiza¢do das analises morfométricas foram utilizados todos os individuos coletados
cuja identidade foi atestada molecularmente. Assim, foram mensurados no total 65 individuos
morfologicamente identificados como F. paulensis (32 fémeas e 33 machos) e 38 individuos
morfologicamente identificados como F. brasiliensis (19 fémeas e 19 machos). O tamanho (CC)
variou de 9,36 a 49,51 CC mm para F. paulensis e de 12,55 a 26,88 CC mm para F. brasiliensis.

Primeiramente foi realizada uma analise morfométrica considerando apenas a identidade
morfoldgica dos individuos. Nessa primeira andlise, as relacdes morfométricas das duas espécies
analisadas apresentaram diferengas estatisticas significativas nas varidveis de altura da carapaca
(AC), comprimento do terceiro somito abdominal (CS3) e comprimento do exopodito do urépodo
(CEX) (tabela 8). A andlise de discriminante demonstrou diferencas estatisticas significativas entre
as duas espécies estudadas (p<0,05) (tabela 9). A analise de discriminantes canbnicos apresentou
duas variaveis (Roots) como significativas (p<0,05) (tabela 10). Os escores das varidveis candnicas

(Roots 1 e 2) para machos e fémeas das duas espécies analisadas estdo ilustradas na figura 9.
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Tabela 8. Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis, considerando apenas a identificacdo morfoldgica.

Poder de discriminacdo de cada varidvel morfométrica e seu respectivo valor de significancia.

F Valor de p

Variaveis Wilks'

Lambda

AC 0,198927
CEA 0,158587
Cs1 0,160851
CSs2 0,166365
CS3 0,183620
Cs4a 0,161679
CS5 0,160431
CS6 0,164488
CT 0,170367
CEN 0,166370
CEX 0,175443

7,819394 0,0001061448*
0,082442 0,969432
0,516779 0,671769
1,574362 0,201011
4,883710 0,003409449*
0,675580 0,569208
0,436204 0,727617
1,214294 0,309109
2,341847 0,078403
1,575245 0,200796
3,315343 0,02343487*

exopodito do urépodo.

*diferencas estatisticas significativas

CC: comprimento da carapaga; AC: altura da carapaga; CEA: comprimento da escama antenal ou
escafocerito, CS1: comprimento do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo somito
abdominal; CS3: comprimento do terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto somito
abdominal; CS5: comprimento do quinto somito abdominal; CS6: comprimento do sexto somito abdominal;
CT: comprimento do telson; CEN: comprimento do endopodito do urépodo; CEX: comprimento do

Tabela 9. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando

apenas a identificacdo morfoldgica. Valores de significancia da andlise discriminante entre as duas espécies

estudadas.

Machos . Fémeas
Machos = Fémeas =
F. paulensis brasiliensis F. paulensis brasiliensis
Machos 0,000000 0,031990 0,000001
F. paulensis
Machos
F. 0,000000 0,000000 0,000000
brasiliensis
Fémeas 0,031990 0,000000 0,000000
F. paulensis —
Fémeas
F. 0,000001 0,000000 0,000000 -
brasiliensis

*diferencas estatisticas significativas
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Tabela 10. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando

apenas a identificagdo morfoldgica. Analise de significancia das variaveis candnicas (Roots) pelo teste do xz.

"Roots” . tovalores R Wilks® 2 gL Valorde
removidos Canbnico Lambda X p
0 3,503689 0,882020 0,158157 177,9623 33 0,000000
1 0,197908 0,406462 0,712289 32,7398 20 0,036026
2 0,171980 0,383071 0,853257 15,3141 9 0,082662

*diferencas estatisticas significativas

Figura 9. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando

apenas a identificacdo morfoldgica. Visualizacdo grafica gerada a partir da relacdo entre duas varidveis

(discriminantes candnicos) para as espécies estudadas.

Root 2

Root 1 vs. Root 2

& O o

Machos -
Fémeas -
Machos -
Fémeas -

m T

. paulensis
. paulensis
. brasiliensis
. brasiliensis
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Complementando as analises morfométricas, as relagdes entre os machos das duas espécies
analisadas apresentaram diferencas estatisticas (ANCOVA, a= 0,05) nas variaveis de AC, CS2, CS3 e
CS4 (tabela 11). Ja para as fémeas de F. brasiliensis e F. paulensis, houve diferenca significativa

apenas na variavel CEN (tabela 12).

Tabela 11. Machos de Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967),
considerando apenas a identificacdo morfoldgica. Resultado da andlise de covariancia (ANCOVA, a= 0,05)

para cada relacdo morfométrica (CC como variavel independente) entre as duas espécies estudadas.

~ iy Intercepto (a) Inclinagso
Relagdo Variavel (valor de p) (b) (valor de
p)

AC - 0,020071*

CEA 0,164106 0,580405

§ Cs1 0,566797 0,437291

3 2 L 0,02260*

g uQ: CS3 0,0027984* 0,261885
S % Cs4 _ 0,01541*
= § oSS 0,67373 0,328996
Té CS6 0,3455 0,169662

"E cT 0,466225 0,189488

CEN 0,085417 0,109649
CEX 0,073212 0,344242

*diferencas estatisticas significativas

CC: comprimento da carapaca; AC: altura da carapaga; CEA: comprimento da escama antenal ou
escafocerito, CS1: comprimento do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo somito
abdominal; CS3: comprimento do terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto somito
abdominal; CS5: comprimento do quinto somito abdominal; CS6: comprimento do sexto somito abdominal;
CT: comprimento do telson; CEN: comprimento do endopodito do urépodo; CEX: comprimento do
exopodito do urépodo.
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Tabela 12. Fémeas de Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967),
considerando apenas a identificacdo morfoldgica. Resultado da andlise de covariancia (ANCOVA a= 0,05)

para cada relacdo morfométrica (CC como variavel independente) entre as duas espécies estudadas.

Intercepto Inclinagao
Relagdo Variavel (a)(valor (b) (valor

de p) de p)

AC 0,179356 0,438934

CEA 0241314  0,51611

3 cs1 0,128335 0,883104

3 2 0,52512  0,180088

o o CS3 0,060879  0,371505
£ % Cs4 0,060879  0,960788
£ € s 0558607 0328021
T cs6 0,557366  0,922047

f cT 0,250624 0,423267
CEN ___ 0,026359*

CEX 0,42813  0,161734

*diferencas estatisticas significativas

CC: comprimento da carapaga; AC: altura da carapaga; CEA: comprimento da escama antenal ou
escafocerito, CS1: comprimento do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo somito
abdominal; CS3: comprimento do terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto somito
abdominal; CS5: comprimento do quinto somito abdominal; CS6: comprimento do sexto somito abdominal;
CT: comprimento do telson; CEN: comprimento do endopodito do urépodo; CEX: comprimento do
exopodito do urépodo.

Posteriormente, as mesmas analises morfométricas foram aplicadas, considerando apenas
a identidade molecular dos individuos, independente de qual espécie eles haviam sido
identificados pela morfologia anteriormente. Nessa nova analise, todas as variaveis mensuradas
foram significativas na separacdo dos grupos analisados (machos e fémeas das duas espécies,

tabela 13). A andlise de discriminante demonstrou diferencas significativas entre as duas espécies

estudadas (p<0,05) (tabela 14).
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Tabela 13. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando
apenas a identificacdo molecular. Poder de discriminacdo de cada varidvel morfométrica e seu respectivo

valor de significancia.

Variaveis L\élvrlr:lt()?j'a F Valor de p
AC 0,000591 25,51769  0,000000*
CEA 0,001375 98,74012  0,000000*
Cs1 0,000595 25,90119  0,000000*
Cs2 0,000722 37,76031  0,000000*
Cs3 0,000583 24,80418  0,000000*
Cs4 0,000552 21,92899  0,000000*
CS5 0,000591 25,55247  0,000000*
Cs6 0,000503 17,29751  0,000000*
CT 0,000761 41,40755  0,000000*
CEN 0,000357 3,63866 0,015786*
CEX 0,000390 6,76330 0,000367*

*diferencas estatisticas significativas

CC: comprimento da carapaga; AC: altura da carapaga; CEA: comprimento da escama antenal ou
escafocerito, CS1: comprimento do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo somito
abdominal; CS3: comprimento do terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto somito
abdominal; CS5: comprimento do quinto somito abdominal; CS6: comprimento do sexto somito abdominal;
CT: comprimento do telson; CEN: comprimento do endopodito do urépodo; CEX: comprimento do
exopodito do urépodo.

Tabela 14. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando
apenas a identificagdo molecular. Valores de significancia da andlise discriminante entre as duas espécies

estudadas. *diferencas estatisticas significativas

Machos Machos Fémeas Fémeas
F. paulensis F. brasiliensis F. paulensis F. brasiliensis

Machos

. 0,000000 0,000000 0,000000
F. paulensis —

Machos 0,000000 0,000000 0,000000
F. brasiliensis —

Fémeas 0,000000 0,000000 0,000000
F. paulensis —

Feémeas 0,000000 0,000000 0,000000

F. brasiliensis -
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A analise de discriminantes candnicos apresentou duas variaveis (Roots) como significativas
(p<0,05) (tabela 15). Os escores das variaveis candnicas (Roots 1 e 2) para machos e fémeas das
duas espécies analisadas estdo ilustradas na figura 10. Diferentemente do visto quando
analisamos somente a identidade morfoldgica dos individuos (figura 9), na andlise onde foi
considerada apenas a identificacdo molecular, pode-se visualizar uma separacdo completa das
categorias (machos e fémeas de cada uma das duas espécies), ndo havendo intersec¢do entre os

grupos formados (figura 10).

Tabela 15. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando

apenas a identificacdo molecular. Analise de significancia das variaveis canonicas (Roots) pelo teste do le

" Roo_ts" Autovalores B _ Wilks' 2 GL Valor de
removidos Canoénico Lambda X p

0 168,854994  0,997052 0,000318 761,1734 33 0,000000

1 8,498344 0,945896 0,053944  275,9211 20 0,000000

2 0,951664 0,698296 0,512383 63,1905 9 0,000000
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Figura 10. Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967)
Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967), considerando apenas a
identificacdo molecular. Visualizagdo grafica gerada a partir da relagdo entre duas variaveis (discriminantes

can0nicos) para as espécies estudadas.

Quando consideramos apenas a identidade molecular dos individuos, as relagdes
morfométricas dos machos entre as duas espécies analisadas apresentaram diferencas
significativas (ANCOVA, a= 0,05) nas variaveis de CEA, CS2, CS3, CS5, CS6 e CT (tabela 16). Ja para
as fémeas de F. brasiliensis e F. paulensis, houve diferenca significativa nas varidveis CS1, CS2, CS3,

CS5, CS6, CT, CEN e CEX (tabela 17).
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Tabela 16. Machos de Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967),

considerando apenas a identificacdo molecular. Resultado da andlise de covariancia (ANCOVA, a= 0,05)

para cada relacao morfométrica (CC como variavel independente) entre as duas espécies estudadas.

Relagdo Variavel

Intercepto (a)
(valor de p)

Inclinagdo

(b) (valor de

p)

AC 0,899655  0,104672

CEA - 0,019955*

§ cs1 0,423930 0,075790

3 =2 . 0,006900*

2 o CS3 0,001726*  0,182716
S % cs4 0,231092  0,630115
= § css 0,026623*  0,666588
T cs6 0,000368*  1,000000

f cT 0,000537*  0,191504
CEN 0,229802  0,557365

CEX 0,174151  0,596622

*diferencas estatisticas significativas

CC: comprimento da carapaga; AC: altura da carapaga; CEA: comprimento da escama antenal ou
escafocerito, CS1: comprimento do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo somito
abdominal; CS3: comprimento do terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto somito
abdominal; CS5: comprimento do quinto somito abdominal; CS6: comprimento do sexto somito abdominal;
CT: comprimento do telson; CEN: comprimento do endopodito do urépodo; CEX: comprimento do

exopodito do urépodo.
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Tabela 17. Fémeas de Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1917) e F. paulensis (Perez-Farfante, 1967),

considerando apenas a identificacdo molecular. Resultado da andlise de covariancia (ANCOVA a= 0,05) para

cada relagao morfométrica (CC como variavel independente) entre as duas espécies estudadas.

Intercepto Inclinagao

Relagdo Variavel (a)(valor (b) (valor
de p) de p)

AC 0,074311 0,327147

CEA 0,377518 0,394102

§ cs1 0,001345* 0,556876

§ Ccs2 0,003533* 0,607901

a & CS3  0,025600% 0,871565
£ w CS4 0,227370  0,705506
w § Cs5 0,026225* 0,106733
T cs6 0,013600* 0,537039

f cT 0,000001* 0,478991
CEN 0,012564* 0,984612

CEX 0,029508* 0,817231

*diferencas estatisticas significativas

CC: comprimento da carapaca; AC: altura da carapacga; CEA: comprimento da escama antenal ou
escafocerito, CS1: comprimento do primeiro somito abdominal; CS2: comprimento do segundo
somito abdominal; CS3: comprimento do terceiro somito abdominal; CS4: comprimento do quarto
somito abdominal; CS5: comprimento do quinto somito abdominal; CS6: comprimento do sexto
somito abdominal; CT: comprimento do telson; CEN: comprimento do endopodito do urdpodo;

CEX: comprimento do exopodito do urépodo.
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4.2.2 Morfometria Geométrica

Devido a grande quantidade de dados trabalhados e com o objetivo de se encontrar
caracteres que pudessem auxiliar na identificacdo das duas espécies de Farfantepenaeus, utilizou-
se somente a identidade molecular dos individuos examinados pelas andlises de morfometria
geométrica.

Foi realizada inicialmente uma andlise morfométrica completa, utilizando todos os
individuos disponiveis (machos e fémeas das duas espécies analisadas), para verificar se ha
variacdo morfoldgica entre os sexos e as espécies. No entanto, essa anadlise inicial mostrou uma
elevada variabilidade nos dados obtidos, dificultando na deteccdo de possiveis padrdes de
variacdo morfoldgica existentes entre as duas espécies. Dessa forma, uma segunda analise foi
realizada separadamente para machos e fémeas, a fim de observar possiveis diferengas de forma
entre as espécies.

As andlises de morfometria geométrica na forma da carapaca dos individuos de F. paulensis
e F. brasiliensis resultaram em 16 relative warps (RW) e 2 componentes uniformes (UCs). Com
relacdo aos machos, os quatro primeiros relative warps explicaram 72,57% da variacdo
morfoldgica total, porém nao foram diferentes entre individuos de F. paulensis e F. brasiliensis
(MANOVA Wilks test: F =0,308; g/= 16; 26; p = 0,871) (tabela 18). Também nado foram observadas
diferencas significativas entre as espécies para as componentes uniformes (MANOVA Wilks test: F
=0,245; gl= 2; 40; p = 0,784) e o tamanho do centroide (t = 1,345; p = 0,186). Para as fémeas,
nenhuma das varidveis de forma foi diferente entre as espécies (relative warps: MANOVA Wilks
test; F=1,513; gl= 4; 40; p = 0,217 / componentes uniformes: MANOVA Wilks test; F = 2,574; gl=
2; 42; p = 0,088). Entretanto, fémeas de F. paulensis foram significativamente maiores que fémeas
de F. brasiliensis (TC pauiensis = 3,328; TC prasiiiensis = 2,209; t = 3,901; p < 0,001) (tabela 18).
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carapaca dos individuos que tiveram sua identidade molecular atestada.

Tabela 18. Resultados das analises de morfometria geométrica para Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis. Resumo das estatisticas para o Teste T para o

tamanho do centroide e Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) para as varia¢coes da forma (Relative Warps, RW; Componentes Uniformes, UC) obtidas para a

Teste T para centroide

MANOVA para os 4 primeiros RWs

MANOVA para UCs

F gl - efeito gl - erro gl - efeito gl - erro p
1,345523202 0,185850789 |0,968559 0,308382 4 38 0,870572 | 0,987903 0,244913 2 40 0,783938
Teste T para centroide MANOVA para os 4 primeiros RWs MANOVA para UCs
F gl - efeito gl - erro gl - efeito gl - erro p
3,901309055 0,000331475 |0,868592 1,512879 4 40 0,216774|0,890809 2,574065 2 42 0,088203
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Ndo foram encontradas diferencas na forma da carapacga entre as duas espécies analisadas,
tanto para machos (figura 11) quanto para fémeas (figura 12). Nao houve uma separag¢ao grafica
clara entre as duas espécies para os dois sexos, e as formas extremas para cada categoria (figuras
11 e 12) ndo apontaram variacdes morfoldgicas que pudessem ser utilizadas como critério para
separar as duas espécies. A variacdo morfoldégica encontrada para os dois sexos foi muito grande,
visto que os dois eixos principais explicaram apenas pouco mais da metade da variacdo total da

forma (51,07% para machos e 53,39% para fémeas).
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Figura 11. Resultados da morfometria geométrica para as diferencas na forma da carapaca para os
machos de Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis considerando apenas a identidade molecular dos
individuos. A ordenagdo ao longo dos dois primeiros relative warps (RWs) mostrados explicou 51,07% da

variacdo morfoldgica total.
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Figura 12. Resultados da morfometria geométrica para as diferencas na forma da carapaca para as

fémeas de Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis considerando apenas a identidade molecular dos

individuos. A ordenacgdo ao longo dos dois primeiros relative warps (RWs) mostrados explicou 53,39% da

variacdo morfoldgica total.
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4.2.3 Morfologia Comparativa

Devido ao fato das analises morfométricas (tanto a tradicional quanto a geométrica) nao
apontarem estruturas que auxiliassem de fato na separacdo das duas espécies, buscou-se entdo
fazer uma andlise comparativa morfoldgica entre os individuos analisados cuja identidade
molecular foi atestada.

Nessa andlise comparativa foi possivel observar diferencas entre as duas espécies na
posicdo do espinho orbital da carapaca em relacdo aos dentes do rostro (figura 13).
Farfantepenaeus brasiliensis apresenta a extremidade final do espinho orbital sempre alinhada
com o 42 dente do rostro, nunca antes, geralmente préximo ou depois da extremidade do 4¢
dente rostral (figura 13). Por outro lado, F. paulensis apresenta a extremidade final do espinho
orbital sempre alinhada com no maximo até a extremidade do 32 dente rostral, nunca depois
(figura 13).

Dessa forma, considerando as espécies presentes na regiao, ao identificar um individuo do
género Farfantepenaeus no sudeste brasileiro, sugere-se que o primeiro caracter a ser observado
seja o sulco da carapaca (figura 14), a fim de diagnosticar se o espécime é um Farfantepenaeus
subtilis ou se é F. brasiliensis ou F. paulensis. Segundo PEREZ-FARFANTE (1967), F. paulensis é
intimamente associado com F. subtilis no Atlantico Ocidental da América do Sul e as duas espécies
podem facilmente ser confundidas devido a semelhanca morfolégica. Essas espécies podem ser
diagnosticadas observando o sulco adrostral (figura 14), que em F. subtilis termina de forma bem
mais estreita do que em F. paulensis e F. brasiliensis. A genitalia externa também pode ser
utilizada para separar essas espécies, visto que as fémeas de F. paulensis apresentam o processo
apical e a protuberancia posterior do télico muito mais estreita do que em F. subtilis, e os machos
de F. paulensis apresentam a costa ventral do petasma quase reta ou ligeiramente curva, em vez
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de acentuadamente convexa e distal em F. subtilis (PEREZ-FARFANTE, 1967). Porém, esses critérios
aplicam-se somente em individuos que ja apresentam os caracteres sexuais desenvolvidos,
tornando dificil a identificacdo dos juvenis, cujas genitalias ainda estdo em formacdo. Portanto,
recomenda-se que somente apds a confirmacdo de que ndo se trata de um F. subtilis deve-se
utilizar entdo a posicdo do espinho orbital em relacdo aos dentes do rostro e identifica-se se o

espécime analisado é um F. paulensis ou um F. brasiliensis.
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Farfantepenaeus brasiliensis Farfantepenaeus paulensis

11,50 mm =<

15,68 mm ~T

N\t
20,87 o ~Z \

19,15 mm

Figura 13. Diferengas na posicdo do espinho orbital em relagdo aos dentes do rostro para
Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis, para diferentes tamanhos de carapaca, considerando-se apenas
a identidade molecular dos individuos. As setas indicam a extremidade do espinho orbital e os valores

expressam o comprimento da carapaga (mm).
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10 mm

Farfantepenaeus brasiliensis Farfantepenaeus subtilis

ou F. paulensis

Figura 14. Comparacdo da morfologia da carapaca das espécies Farfantepenaeus brasiliensis e F.

paulensis em relagdo a carapaca de F. subtilis. Essas espécies podem ser diagnosticadas observando o sulco

adrostral, que em F. subtilis termina de forma bem mais estreita do que em F. paulensis e F. brasiliensis.

Adaptado de PEREZ-FARFANTE (1967).
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5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | pode ser
utilizado para separar Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis. Os espécimes de ambas as
espécies formaram dois grupos geneticamente separados, compreendendo assim dois estoques
diferentes. Dessa forma, como o foco do presente estudo foi atestar molecularmente a identidade
dessas espécies e o gene COIl mostrou-se eficiente para responder a tal pergunta, ndo houve a
necessidade do uso de outros genes.

Devido ao elevado custo para a obtencao dos dados moleculares, optou-se por ampliar a
variabilidade amostral e focada no gene COIl, em vez de proceder a uma analise com poucos
individuos com outros genes. O gene COI tem sido frequentemente usado para analisar relagdes
filogenéticas em muitos crustaceos marinhos, incluindo espécies de Penaeus e outros Decapoda
(QUAN et al., 2001). Além disso, como a dificuldade na utilizacdo dos caracteres morfoldgicos
tradicionais ocorre principalmente na fase juvenil (nos adultos esses caracteres sdo bem
evidentes), uma vez confirmada a identidade dos individuos adultos, focou-se em analisar a
identidade molecular sobretudo dos espécimes juvenis das duas espécies alvo do estudo.

Para as duas espécies analisadas, ndo houve separacdo genética em relacdo as localidades
amostradas, fato evidenciado pelas andlises de Maximum-Likelihood, divergéncia genética, rede
de haplétipos e AMOVA. Isso provavelmente se deveu a auséncia de barreiras geograficas entre os
pontos amostrados e também por esses locais situarem-se em latitudes muito proximas.

Este perfil associa-se a historia de vida geral para os camardes do género Farfantepenaeus,
a qual inclui a desova em 4guas oceanicas e um periodo de desenvolvimento inicial de vida no

estuario, conforme proposto pelo ciclo de vida tipo Il descrito por DALL et al. (1990).
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Adicionalmente, é comum que andlises genéticas de estruturas de populagdes marinhas apontem
somente uma ligeira diferenciacdo geogrdafica em espécies com alto potencial de dispersao
(PALUMBI, 2003).

MCcMILLEN-JACKSON & BERT (2003) compararam a estrutura filogenética e a biogeografia
do camardo marrom Farfantepenaeus aztecus e do camardo branco Litopenaeus setiferus
(Linnaeus, 1767), no leste dos Estados Unidos. No referido estudo, ndo houve estruturagdo
filogenética significativa para F. aztecus e os haplétipos préximos compartilhados estavam
geograficamente dispersos, enquanto que para L. setiferus os hapldtipos estavam
geograficamente estruturados. Ainda na mesma regido de estudo, McMILLEN-JACKSON & BERT
(2004) ndo encontraram uma diferenca na popula¢do de F. duorarum, sugerindo uma distribuicao
em longo prazo e um fluxo de genes alto o suficiente para manter uma estrutura populacional
geneticamente homogénea, ao longo da distancia geografica estudada.

Para as duas espécies analisadas no presente estudo, considerando esse deslocamento dos
individuos devido ao seu ciclo de vida, é provavel que o fluxo génico ocorra conforme sugerido
pelo modelo stepping stone. Segundo KIMURA & WEISS (1964), esse modelo assume que uma
populacdo inteira é subdividida em col6nias e a migracao dos individuos em cada gerac¢ao é
restrita a col6nias préximas — o que justificaria a auséncia de variabilidade genética entre as trés
regidoes da regido sudeste estudadas. Esse modelo ja foi sugerido para outras espécies de
Decapoda em estudos anteriores (PALUMBI, 2003; RHODES et al., 2003). Uma espécie pode estar
apta a ser mantida em uma reserva nao self-seeding por meio do recrutamento larval produzido
por outras reservas populacionais, dispostas em um sistema coordenado (GAINES et al., 2003;
HASTINGS & BOTSFORD, 2003; PALUMBI, 2003). Segundo os autores, se essas conexdes larvais
seguem o fluxo médio das correntes ocednicas, entdo essas redes de reservas marinhas serviriam
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de “trampolins” (stepping-stone) para o recrutamento de popula¢des distantes — o que poderia
explicar o fato de os estoques populacionais do ponto norte (Ubatuba) e do ponto sul (Cananéia
para F. brasiliensis e Rio Grande do Sul para F. paulensis) terem apresentado pouca variabilidade
genética entre si.

Os aspectos acima certamente sdo favorecidos pelo regime de correntes oceanicas que
regem a dinamica de aguas do litoral sudeste do pais. Segundo CASTRO-FILHO et al. (1987), pode-
se afirmar que a regido de estudo é fortemente influenciada por trés massas de dgua : as Aguas
Centrais do Atlantico Sul, com temperatura e salinidade baixas; as Aguas Tropicais, com salinidade
e temperatura altas; e as Aguas Costeiras, com temperatura alta e salinidade baixa. Essas massas
de agua interagem e modificam a temperatura, a salinidade e as condi¢des de nutrientes durante
as estacdes (CASTRO et al., 2004). No entanto, a inclusdo nas andlises de espécimes provenientes
de localidades mais distantes, abrangendo os limites de distribui¢ao, seria importante para propor
com maior consisténcia inferéncias sobre a variabilidade genética e o modelo de stepping-stone
para ambas as espécies.

Embora ndo fornecam evidéncias diretas de isolamento genético, as varia¢cdes fenotipicas
entre os estoques podem também ser usadas para identificar as populacdes (BEGG et al., 1999).
Todavia, conforme relatou DUMONT (2008), em muitos casos onde se assumiu que a causa da
variacdo em caracteres morfométricos era genética, o cultivo de individuos do mesmo grupo,
criados em condicOes experimentais diferentes, resultou em alometrias no crescimento. DITTY &
BREMER (2011) também relatam a importancia da temperatura nos caracteres morfoldgicos,
ressaltando o fato de que condigcGes ambientais podem induzir diferencas nas taxas de
desenvolvimento dos camardes. Segundo os autores, um carater definido como mais confiavel
para discriminar os taxons poderia variar de acordo com a temperatura da agua, por exemplo.
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Assim, a temperatura é um parametro que pode influenciar diretamente nos fendtipos observados
em natureza, de maneira que os estoques podem apresentar variagdes morfoldgicas e meristicas
relacionadas a varidveis ambientais, tal qual camaledes que mudam sua aparéncia de acordo com
o ambiente (SWAIN & FOOTE, 1999). Dessa forma, a busca de mais caracteres que auxiliem na
identificacdo de espécies com morfologias tdo parecidas torna-se essencial, de modo a evitar ao
maximo que os critérios utilizados variem ao longo de sua distribuicdo ou de seu estagio de vida.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram a hipétese inicial do projeto, ou seja,
de que os caracteres morfolégicos tradicionais utilizados para separar as espécies F. brasiliensis e
F. paulensis podem ndo ser totalmente eficazes para individuos juvenis. As técnicas aqui
empregadas sé reforcaram essa hipdtese, uma vez que os resultados moleculares mostraram que
a maioria (60%) dos juvenis morfologicamente identificados como F. paulensis eram, na verdade,
F. brasiliensis.

Pode ser observado também que a dificuldade na identificagdo ocorre, principalmente, nos
juvenis de F. paulensis, visto que apenas um F. brasiliensis (3%) foi identificado erroneamente. Isso
também pode ser facilmente observado quando comparamos os resultados morfométricos
utilizando a identidade morfolégica (Figura 9) e utilizando a identidade molecular (Figura 10). Na
primeira andlise, que considerou apenas a identificacdo através da morfologia, apesar da
separacao entre os grupos definidos (machos e fémeas das duas espécies), notou-se intersec¢do
entre eles, com individuos apresentando caracteristicas de mais de um grupo. Isso ndo ocorre
guando observamos o grafico baseado apenas na identificacdo molecular (figura 8), onde a
separacao dos grupos foi bastante evidente e ndo houve interseccdo entre eles.

Tal resultado consolida a dificuldade existente em identificar os juvenis de F. paulensis e F.
brasiliensis utilizando os caracteres morfoldgicos tradicionais. Isso ndo é novidade no género:
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ocorre com essas duas espécies um problema similar ao apontado por DITTY & BREMER (2011),
onde 0s autores mostraram que, para as espécies congéneres F. aztecus e F. duorarum, a
identificagdo molecular mostrou que mais de 30% dos individuos haviam sido identificados
erroneamente.

PARDO et al. (2009) salientaram que uma limitacdo importante a ser considerada em
muitos campos baseados em estudos ecoldgicos é a inabilidade em identificar corretamente os
estdgios iniciais de muitas espécies de crustdceos. Segundo os autores, os estdgios larvais e juvenis
de crustidceos decapodes frequentemente ndo exibem caracteres diagndsticos especificos tao
evidentes quanto nos adultos, e muitas vezes apresentam morfologias cripticas dentro do grupo
relacionado. Os crustdceos decapodes, assim como a maioria das espécies, sdo primariamente
descritos e identificados por caracteres morfoldgicos que podem ser estudados em espécimes
preservados (McLAUGHLIN et al., 1982). Porém, embora esse procedimento defina efetivamente a
maioria das espécies, taxons morfologicamente similares, mas isolados reprodutivamente, nao
podem ser facilmente resolvidos pelas técnicas tradicionais de reconhecimento de espécies. Esses
tdxons “problematicos” sdo denominados de espécies cripticas (KNOWLTON, 1986). Segundo a
autora, o termo “criptico”, quando usado taxonomicamente (ao contrario de ecologicamente), é
utilizado com frequéncia para conjuntos de espécies que sdo muito dificeis de serem distinguidas
utilizando os caracteres morfoldgicos tradicionais. Sugere-se aqui que as espécies F. paulensis e F.
brasiliensis sejam espécies cripticas nos estagios juvenis, visto que sua identificacdo através dos
caracteres até entdo utilizados para distingui-las é dificil e o presente estudo provou que muitas
vezes podem induzir ao erro na identificacdo. Além disso, € comum que espécies sejam mais

cripticas em seus estagios juvenis (SCHEIBLING, 1995).
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Ao contrario do esperado, infelizmente as estruturas apontadas pelas morfometrias (tanto
pela tradicional quanto pela geométrica) como significativamente diferentes entre os individuos
examinados foram de certa forma muito subjetivas e, provavelmente, ndo confidveis para a
identificacdo de F. brasiliensis e F. paulensis. Os marcos anatémicos utilizados apenas confirmaram
a grande semelhanca morfoldgica entre as duas espécies, visto que ndo houve diferencas
significativas que apontassem para algum cardter morfoldgico possivel de ser aplicado na
identificacdo.

Resultados relacionados aos tamanhos dos individuos analisados ndo devem ser
considerados, pois devido aos objetivos do projeto, propositalmente escolheram-se os menores
individuos para as anadlises moleculares e morfométricas. Os caracteres morfométricos utilizados,
tais como altura da carapaga e comprimento dos somitos, por exemplo, mostraram-se
significantes, porém estes caracteres sao muito subjetivos quando analisamos individuos das duas
espécies, e nao foi possivel observar diferengas morfoldgicas confidveis o suficiente para defini-los
como um carater diagndstico.

Essa variabilidade nos dados também pode refletir flutua¢gdes na captacao e alocacao de
energia (PEREZ-CASTANEDA & DEFEO, 2002). Essas variacdes morfométricas também podem ser
afetadas por diversos fatores, tais como disponibilidade de alimento, stress ou ciclo reprodutivo
(PAULY, 1984; CHU et al., 1995), e talvez por isso ndo tenham sido visualizadas como caracteres
confidveis na identificacdo. No entanto, ao analisar a morfologia externa de juvenis de cada
espécie, foi possivel encontrar diferencgas na posicdo do espinho orbital em relacdo aos dentes do
rostro.

Caracteres morfolégicos e morfométricos do rostro tém sido amplamente utilizados na
identificacdo de espécies de camardes peneideos (HEALES et al., 1985; DALL et al., 1990; PENDREY
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et al., 1999; MAY-KU et al., 2005; DITTY & BREMER, 2011). Porém, é importante reforcar que a
posicdo do espinho orbital representa apenas mais um cardter diagnostico na diferenciagao
somente das duas espécies aqui analisadas e, para o reconhecimento dos juvenis em nivel de
espécie, todos os caracteres conhecidos (sulco da carapaca, figura 14; sulco no sexto somito,
figura 1; posicdo do espinho orbital, figura 13; forma dos caracteres sexuais, quando possivel)
devem ser considerados, pois algum deles sendo utilizado isoladamente pode ndo provar ser
diagnéstico, principalmente nos individuos com comprimento de carapaca menor que 10 mm.

Possivelmente outras espécies de Farfantepenaeus tenham a posicdo similar entre tais
caracteristicas morfolégicas. O que fortalece a escolha da posicdo do espinho orbital em relacdo
aos dentes do rostro para separar as espécies estudadas no presente trabalho é que apenas elas
deste género ocorrem entre Sao Paulo e Rio Grande do Sul. Apesar disso, capturar individuos de F.
subtilis no litoral paulista pode ser apenas uma questdo de tempo, visto que esta é uma espécie
cujo limite final de sua distribuicdo é o estado do Rio de Janeiro. Por isso a analise diversos
critérios morfoldgicos é tao importante, pois se analisdssemos apenas o sulco do sexto somito,
poderia confundir-se um F. subtilis com um F. paulensis, por exemplo.

Para sanar esta possivel sobreposicdo de espécies, a qual geraria dificuldade na
identificacdo, inseriu-se no presente estudo uma ilustracdo (figura 14) mostrando uma
caracteristica morfolégica que pode ser usada para separar F. subitlis das duas espécies aqui
estudadas. Especificamente, a morfologia do sulco dorsal da carapaca pode ser usada e separa
com facilidade as espécies. Assim, sugere-se que somente apos a confirmacdo de que ndo se trata
de um F. subtilis, utiliza-se entdo a posicao do espinho orbital em relacdo aos dentes do rostro e

identifica-se se o espécime analisado é um F. paulensis ou um F. brasiliensis.

70



Teodoro, S.S.A. 2014

Nesse contexto, pode-se afirmar que no presente estudo foi possivel fornecer informagdes
quantitativas e qualitativas que permitem uma separacgdo confiavel das espécies F. brasiliensis e F.
paulensis. O conhecimento da estrutura dos estoques é pré-requisito basico para que medidas de
manejo de pesca sejam efetivas (BEGG et al., 1999). Um melhor entendimento dos processos que
afetam esses estoques populacionais, incluindo o papel da pesca dentro do contexto dos impactos
humanos, é necessdrio para o desenvolvimento de politicas de conservacao e restauracao, tanto
dos ambientes estuarinos quanto no mar aberto (BLABER et al., 2000). Em razao da grande
importancia econémica da pesca do camardo rosa no Brasil e da visivel diminuicdo do seu estoque,
principalmente nas regides sul e sudeste, é importante que sejam implementados esforcos no
sentido de aumentar o conhecimento da biologia deste recurso, criando fundamentos para futuras
anadlises das medidas de controle e ordenamento da pesca dessas espécies.

Sendo assim, em um cendrio onde em menos de 40 anos registrou-se uma redugao de 87%
da populacdo de F. brasiliensis e F. paulensis (NETO & DORNELLES, 1996), um melhor
entendimento da estrutura desse estoque é necessario, ndo somente por seu alto valor comercial,
mas também para que medidas de manejo mais efetivas possam ser aplicadas. Porém, deve ser
lembrado que, conforme ressaltam EBACH & HOLDREGE (2005), o uso de marcadores moleculares
gera apenas informacdo — e ndo o conhecimento. Sequenciar os dados ndo diz muito sobre os
genes, a ndo ser que se os coloque em um contexto. Estudos genéticos frequentemente nao
suportam diferencas populacionais que impliguem prolongada separacdo ecolégica ou mudancas
rapidas em tracos fenotipicos (BEGG et al., 1999; SWAIN & FOOTE, 1999; WAPLES et al., 2008;
DITTY & BREMER, 2011). Dessa forma, as técnicas moleculares provém informacgdes significativas
apenas se os estudiosos as colocarem dentro do contexto de conhecimento morfoldgico,
fisioldgico e comportamental.
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A identificacao correta das espécies é essencial como ferramenta para estudos basicos em
biologia como, por exemplo, investigacdes ecoldgicas, estudos de dinamica populacional, impactos
da sobrepesca e estimativas do desembarque pesqueiro (PEREZ-FARFANTE, 1998). E conforme
reportado por DITTY & BREMER (2011), a integracdo da taxonomia molecular e da morfologia
comparativa pode fornecer informacdes importantes sobre padroes de diversidade e sobre os
principios ecoldgicos e evolutivos que abrangem o manejo pesqueiro.

A identificacdo das populacées ou estoques pesqueiros € um componente integral na
avaliacdo pesqueira recente. Apesar disso, ndo se tem dado a devida relevancia para esse tipo de
estudo, dado o numero insuficiente de publica¢cdes sobre o assunto. E conforme alertam BEGG et
al. (1999), essa escassez de estudos pode produzir resultados enganadores, deixando os modelos
das estruturas dos atuais estoques populacionais com consideraveis niveis de incerteza. A
complexidade do problema na identificacdo das espécies F. brasiliensis e F. paulensis exige uma
abordagem multidisciplinar. A identificacdo e o conhecimento do estoque de camardes devem ser
baseados em mais do que uma Unica metodologia e devem compreender outras abordagens de
identificacdo dos estoques, tais como histéria de vida (taxa de crescimento, recrutamento, etc),
anadlises genéticas e estudos em laboratério, como cultivos dos sucessivos estagios larvais (BEGG &
WALDMAN, 1999; CADRIN, 2000; PARAMO & SAINT-PAUL, 2010).

A pesca no litoral de S3o Paulo é o tipico caso no qual a alta exploracdo, combinada com
um manejo pesqueiro ndo efetivo, tem resultado em um sério esgotamento dos estoques de
camardo. A regido tem sido impactada negativamente pelo excesso de pesca, onde o estoque de
desova pode ter sido reduzido a um nivel em que o numero de recrutas produzidos é insuficiente
para manter a populacdo. Nesse contexto, conclui-se que a ferramenta molecular forneceu uma
evidéncia precisa na identificacdo das espécies quando a analise morfoldgica foi duvidosa,
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constando, portanto, que a combinagdao de trés importantes ferramentas (andlise molecular,
andlise morfoldgica e analise morfométrica) é imprescindivel para auxiliar no conhecimento desse
valioso recurso marinho. Entender o ciclo de vida, a variabilidade, o nicho ecoldgico e o papel da
espécie na comunidade e no ecossistema requer uma abordagem multidisciplinar (DITTY &
BREMER, 2011).

O emprego de técnicas moleculares permite a verificacdo da identidade das espécies com
seguranca, porém os altos custos associados ainda requerem o uso de abordagens tradicionais no
reconhecimento das espécies. A integracdo da taxonomia molecular e da morfologia comparativa,
assim como feito no presente estudo, pode prover informacdes valiosas para padroes de
diversidade e para os principios ecoldgicos e evolutivos que abrangem a drea de recursos
pesqueiros. O que pode ser observado é que existe literatura que auxilie na identificacdo de F.
brasiliensis em relacdo a algumas outras espécies do género, e/ou trabalhos que mostrem
diferencas entre F. paulensis e outras espécies, porém os caracteres apontados por esses estudos
ndo ajudam na identificacdo dos juvenis quando comparamos F. paulensis e F. brasiliensis,
especifica e conjuntamente. Nao existem estudos que comparem os juvenis de F. paulensis e F.
brasiliensis e que fornecam caracteres confidveis para separar essas duas espécies de morfologia
tdo similar. Assim, os resultados do presente estudo, além de evidenciarem a dificuldade na
identificacdo dessas duas espécies, ainda fornecem caracteres morfolégicos que auxiliardo na

separacdo dos juvenis de F. brasiliensis e F. paulensis.
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Apéndice | — Espécimes (adultos e juvenis) de F. brasiliensis e F. paulensis utilizados nas analises
genéticas para o gene Citocromo Oxidase | (COIl). CCDB: Colegcao de Crustaceos do Departamento

de Biologia (FFCLRP/USP).

Espécie Localidade Colecdao #GenBank
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989360
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989361
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989362
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989363
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989364
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989365
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989366
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989367
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989368
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989369
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989370
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989371
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989372
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989373
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989374
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989375
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989376
Farfantepenaeus brasiliensis Ubatuba CCDB 4477 KF989377
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989378
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989379
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989380
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989381
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989382
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989383
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989384
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989385
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989386
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989387
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989388
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989389
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989390
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989391
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989392
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989393
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989394
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989395
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Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989396
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989397
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989398
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989399
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989400
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989401
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989402
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989403
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989404
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989405
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989406
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989407
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989408
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989409
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989410
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989411
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989412
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989413
Farfantepenaeus brasiliensis Cananéia CCDB 4478 KF989414
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4496 KF989415
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4496 KF989416
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4496 KF989417
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4496 KF989418
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4532 KF989419
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4532 KF989420
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4532 KF989421
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4532 KF989422
Farfantepenaeus brasiliensis Santos CCDB 4532 KF989423
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989424
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989425
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989426
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989427
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989428
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989429
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989430
Farfantepenaeus paulensis Ubatuba CCDB 4484 KF989431
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Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989432
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989433
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989434
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989435
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989436
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989437
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989438
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989439
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989440
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989441
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989442
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989443
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989444
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989445
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989446
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989447
Farfantepenaeus paulensis Cananéia CCDB 4483 KF989448
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989449
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989450
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989451
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989452
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989453
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989454
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989455
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989456
Farfantepenaeus paulensis Santos CCDB 4482 KF989457

Farfantepenaeus paulensis Rio Grande doSul CCDB 4679 KF989458
Farfantepenaeus paulensis Rio Grande do Sul  CCDB 4679 KF989459
Farfantepenaeus paulensis Rio Grande do Sul CCDB 4679 KF989460
Farfantepenaeus paulensis Rio Grande do Sul  CCDB 4679 KF989461
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