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ABSTRACT

Northeastern and southern (Ceara and Rio Grande do Sul) Brazilian shrimps were sampled.
The species identification was made using morphological and isoeletric focusing methods. Twenty
one shrimps of the Farfantepenaeus subtilis species, 19 shrimps of the morphotype 1l and 14
shrimps of the F. paulensis species were analyzed by isozyme electrophoresis. Eighteen loci and
33 alleles were identified. The allelic frequencies values and Wright's fixation index (F) suggest
that morphotype Il is an equatorial subpopulation of F. paulensis.

Keywords: Farfantepenaeus, isozyme electrophoresis, distribution.

INTRODUGAO

As espécies do género Farfantepenaeus s&o importantes estoques pesqueiros. A
pesca ocorre na costa do Brasil, norte da América do Sul, América Central, Caribe e
América do Norte. As espécies deste género pertenciam ao género Penaeus.
Burukovski (1997) criou 0 género Farfantepenaeus para algumas espécies do Atlantico
entre as quais Farfantepenaeus subtilis (Pérez Farfante, 1967) e Farfantepenaeus
paulensis (Pérez Farfante, 1967).

A importancia econdmica destas espécies e a necessidade de administragéo dos
recursos, determinaram que muitas pesquisas fossem realizadas sobre a biologia,
ecologia e sistematica (Pérez Farfante, 1967, 1969; D‘Incao, 1984, 1990, 1991; Dall et
al., 1990; Valentini et al. 1991; Isaac et al. 1992; Pérez Farfante & Kensley, 1997). F.
subtilis € uma das espécies mais importantes no cultivo de camarées em cativeiro da
costa nordeste do Brasil onde desenvolvem-se estudos sobre a metodologia de cultivo,
envolvendo desde a reproducao até o processo de vendas (Rocha et.al., 1989). No
outro extremo do pais, na costa Sudeste-Sul, a espécie F. paulensis tem importancia
equivalente.

A obtencdo de informagdes genéticas, através de técnicas de biologia molecular,
tem sido usadas como um recurso valioso na resolugao de problemas de sistematica
e identificagdo de populagdes (Proctor et. al., 1974; Marvin & Caillouet, 1976; Lester,
1979; Thomas, 1981 ; Lester & Cook, 1987; Bray, et al., 1990; Sunden & Davis, 1991).

F. subtilis distribui-se pelo litoral do Caribe, desde Cuba e Honduras, e na América
do Sul até Cabo Frio (23°S), Brasil. F. paulensis distribui-se no litoral da América do
Sul desde llhéus, Bahia até o Uruguai, com algumas ocorréncias no norte da Argentina
(DIncao, 1995). As espécies sdo morfologicamente bastante semelhantes, sendo
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consideradas, até 1967, da mesma espécie (Penaeus aztecus). Burkenroad (1939)
determinou a existéncia de trés morfotipos desta espécie ao longo de sua area de
distribuicdio. Pérez Farfante (1967, 1969) criou as espécies F. subtilis e F. paulensis
para dois destes morfotipos.

O estudo das relacdes fenéticas de quatro espécies de peneideos utilizando o
eletroenfoque, uma técnica bioquimica onde as proteinas sdo separadas e focalizadas
de acordo com seu ponto isoelétrico, mostrou dois padrdes distintos de bandas para
F. subtilis, coletados no litoral de Fortaleza, Ceara. O padréo atribuido ao morfotipo Il
demonstrou ser similar ao de exemplares da espécie F. paulensis coletados na Lagoa
dos Patos, no sul do Brasil (Maggioni, 1996).

Nas Gltimas décadas a introdugdo de novas técnicas bioquimicas produziram
grande quantidade de informagdes sobre a variabilidade genética e a evolugao
molecular, grande parte delas através da eletroforese de isoenzimas (Nei, 1987). Esta
técnica tem sido usada para separar proteinas de acordo com sua mobilidade relativa
em um gel, causada por num campo elétrico. Todas as proteinas possuem uma carga
elétrica liquida, a qual é determinada, principalmente, pela sua estrutura primaria
(sequiéncia de aminoacidos) e pelo pH do meio em que se encontram. A sua mobilidade
eletroforética é usada como indicador de similaridade na composigao de aminoacidos.
Quando revelados através de técnicas que permitem a identificagéo especifica dos
tipos enzimaticos, pode-se chegar a uma interpretacdo genética dos padrdes obtidos,
uma vez que cada enzima ou proteina é o produto de um locus e suas variagoes
representam diferentes alelos (Brewer, 1970; Harris & Hopkinson, 1977). Além da sua
importancia para a compreensao dos processos evolutivos, as proteinas também sao
utilizadas na resolucao de problemas praticos, tanto em sistematica como no estudo
da estrutura das populagées (Ferguson, 1980).

Este trabalho tem por objetivo avaliar o status taxonémico dos exemplares
identificados como morfotipo Il em relagio as espécies F. subtilis e F. paulensis, atravées
dos dados genéticos fornecidos pela eletroforese de isoenzimas.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram obtidas em dois pontos do litoral brasileiro. A primeira amostra
composta de 46 exemplares foi obtida em Fortaleza, Ceard, (janeiro/1993). Os
individuos foram congelados imediatamente apds a coleta e remetidos para o
Laboratério de Crustaceos Decapodos da Fundagéo Universidade do Rio Grande. A
segunda amostra foi obtida no estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande (margo/1993).

Os exemplares foram identificados com base em suas caracteristicas morfologicas,
obtendo-se da amostra de Fortaleza 14 exemplares pertencentes a espécie F. subtilis
e 26 considerados como pertencentes ao morfotipo |l de Maggioni (1996). A amostra
da Lagoa dos Patos estava constituida por 14 exemplares da espécie F. paulensis.
Estes 54 exemplares foram considerados como a amostra a ser submetida a
eletroforese.

A identificagao morfoldgica dos individuos foi testada através de eletroenfoque em
gel de poliacrilamida horizontal, pH 3-10 estabelecido com o uso de Ampholyte
(Pharmacia Chemical Co.). Como pontes foram utilizados HzPO4 0,1M no &nodo e
NaOH 0,1M no catodo, seguindo o recomendado pelo fabricante dos anfélitos. Os
procedimentos de fixagéo e coloragio dos géis segue o descrito por Lundstrom (1980)
e Levy et al. (1983). Os géis foram preservados de acordo com Numachi (1981).
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Os testes eletroforéticos foram realizados usando amostras de hepatopancreas e
musculo abdominal. A carapaga, apéndices e estruturas sexuais externas foram
preservados para estudos posteriores de morfologia. As amostras foram
homogeneizadas mecanicamente em 0,5 ml de tampéao Tris-HCI 0,2 M (pH 7,5) e
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos para obteng&o do sobrenadante.

A separacao eletroforética foi realizada utilizando-se como suporte gel de amido
14% (Penetrose 30). Os tampdes e condigbes de corrida foram definidos em estudo
prévio (Delevedove, 1996) onde foram testados 22 sistemas enzimaticos. A sua
denominagado, bem como a dos loci e alelos, seguem o sugerido por Shaklee et al.
(1990). Sete sistemas ndo produziram padrées interpretaveis, e os 15 sistemas
restantes, juntamente com as condigdes de corrida nas quais foram melhor resolvidos,
estdo apresentados na Tabela 1. A corrida eletroforética e a revelagéo de isoenzimas
foram realizadas de acordo com a literatura (Shaw & Prasad, 1970; Redfield & Saline,
1980; Aebersold ef al., 1987; Shaklee & Keenan, 1986).

Os padr&es de bandas foram interpretados geneticamente e analisados através do
programa BIOSYS-1 (Swofford & Selander, 1981). Foram calculadas as freqténcias
alélicas para cada locus, polimorfismo (considerando polimérfico o locus que
apresentou mais de um alelo), heterozigosidade média (estimativa ndo viciada de Nei,
1978) e o ajuste ao equilibrioc de Hardy-Weinberg, através do teste de qui-quadrado,
usando a corregao para pequenas amostras proposta por Levene (1949 apud Nei,
1987). As diferengas observadas entre as populagdes foram avaliadas pelo teste de
qui-quadrado através de tabelas de contingéncia e pela estatistica do indice de fixagao
F (Wright, 1965). Foram calculados ainda os indices de identidade e distancia genética
de Nei (1978) e construido um dendograma a partir da matriz de similaridade, pelo
método UPGMA.

Tabela 1. Sistemas que produziram resultados interpretaveis. Tamp&o: TCLIB,
tris-citrato-litio-borato, pH 8,3-8,26 (Redfield & Salini, 1980); TCES, tris-citrato-EDTA, pH 8,0
(Siciliano & Shaw, 1976); TCD, tris-citrato descontinuo, pH 6,0-5,1 (Guifiez & Galleguillos, 1986);
TCE7?, tris-citrato-EDTA, pH 7,0 (Shaw & Prasad, 1970). Tecido: h, hepatopancreas; m, musculo
abdominal. Abreviatura: abr.

Sistema enzimatico abr. E.C. condicdo tampdo tecido
Aldeido Oxidase AO 1.2.31 7wW/h  TCLiB h
Enzima Malica MEP 1.1.1.40 6W/5h TCES m
Esterases EST 3.1.1.- 7W/4h  TCLIiB h
Fosfatase Alcalina ALP 3.1.31  7W/Mh  TCLiB h
Fosfogluconato Desidrogenase PGDH 1.1.1.44 6W/5h TCD m
Frutose Bifosfato Aldolase FBALD 4.1.213 4,5W/5h TCES m
Glicerol 3-Fosfato Desidrogenase G3PDH 1.1.1.8 4,5W/5h TCES8 m
Glucose 6-Fosfato Isomerase GPI 5.3.1.9  7W/5h TCE7 m
Hexokinase HK 2711  7W/5h TCE7 m
Isocitrato Desidrogenase IDHP 1.1.1.42 4,5W/5h TCES8 m
Lactato Desidrogenase LDH 1.1.1.27 6W/5h TCD m
Malato Desidrogenase MDH 1.1.1.37 4,5W/5h TCD m
Manose Fosfato Isomerase MPI 5.3.1.8  7W/5h TCE7 m
Peptidases PEP 3.4.-.- 7W/4dh TCLiB h
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RESULTADOS

No eletroenfoque preliminar, sete dos 26 individuos inicialmente identificados como
morfotipo Il mostraram padrées tipicos de F. sublfilis e foram considerados como tal na
analise subsequente. Portanto a amostra de F. subtilis passou a ser constituida de 21
exemplares, e a de morfotipo Il de 19.

Os 15 sistemas interpretados forneceram informacgao sobre 18 loci e 33 alelos. Os
loci MDH-1, LDH, MEP, G3PDH, FBALD, HK, ALP, AO, PEP, EST-1, EST-2 € EST-3
apresentaram-se monomoérficos e fixados para o mesmo alelo nos trés grupos
considerados. A freqUiéncia alélica dos demais loci esta apresentada na Tabela 2,
juntamente com o polimorfismo e heterozigosidade na amostra estudada. Pode-se
observar nessa tabela que no locus PGDH o morfotipo Il e F. sublilis ndo possuem
alelos em comum.

Tabela 2. Frequéncias alélicas nos loci interpretados. N - tamanho amostral; P - polimorfismo
observado considerando polimoérficos os loci com mais de um alelo; Ho - heterozigosidade média

Locus alelo F.paulensis moroftipo Il F.subtilis
(14) (19) (21)
PGM A .036 - -
B - .026 .095
C .964 974 .881
D - - .024
PGDH A - - .976
B - - .024
C .036 .526 -
D .964 447 -
E - .026 -
GPI A 1.000 .895 452
B - .105 .548
IDHP A .964 1.000 1.000
B .036 - -
MDH-2 A .964 1.000 976
B - - .024
C .036 - -
MPI A - - .048
B - - .071
C - .053 -
D .893 912 .810
E 107 .026 .071
P (sem crit.) 27.8 22.8 27.8
Ho .020 .054 .050
He .027 .052 .065
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Apenas o locus MPI apresentou desvio significativo das proporgdes esperadas para
o equilibrio de Hardy-Weinberg, para as populagdes de F. paulensis (P = 0,004) e F.
subtilis (P < 0,001). Para todos os demais loci e populagées P> 0,05.

O resultado do teste de qui-quadrado por tabelas de contingéncia demonstra que
as diferengas observadas nas freqiiéncias alélicas, nos loci GPl e PGDH, entre os trés
grupos sdo altamente significativas (Tabela 3). A estatistica do indice de fixagéo F
aponta na mesma dire¢ao, atribuindo a maior parte da variag&o a diferengas entre os
grupos como indicado pelo valor médio Fst = 0,396 (Tabela 4).

Tabela 3. Resultados do teste de qui-quadrado por tabelas de contigéncia para diferencas entre
as frequéncias alélicas dos trés grupos estudados.

locus n° de alelos qui-quadrado q.l P

PGM 4 8,443 6 0,20740
PGDH 5 139,734 8 0,00000
GPI 2 33,420 2 0,00000
IDHP 2 2,884 2 0,23647
MDH-2 3 4,451 4 0,34834
MPI 5 13,520 8 0.09517
totais 202,453 30

Tabela 4. Sumario da estatistica do indice de fixagdo (F) em todos os loci.

locus Fis Fit Fst

PGM -0,083 -0,048 0,033

PGDH -0,343 0,552 0,667

GPI 0,205 0,468 0,331

IDHP -0,037 -0,012 0,024
MDH-2 -0,032 -0,015 0,016

MPI 0,304 0,321 0,024

média 0,037 0418 0,396

Finalmente os valores dos indices de identidade e distancia genética (Tabela 5)
sugerem que ha maior proximidade filogenética entre o morfotipo Il e F. paulensis do
que entre o morfotipo Il e F. subtilis, como ilustrado no dendograma de similaridade
(Figura 1). O coeficiente de correlagdo cofenética associado ao dendograma foi de
0,948, indicando que houve pouca distorgéo dos dados da matriz de similaridade para
sua construgao.

Tabela 5. Matriz de identidade (acima da diagonal) e distancia (abaixo da diagonal) genética (Nei,
1978)

F. paulensis morfotipo Il F. subtilis
F.paulensis - 0,985 0,928
morfotipo Il 0,015 - 0,947
F. subtilis 0,075 0.055 -
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— F. paulensis
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Figura 1. Dendrograma construido a partir do indice de identidade genética de Nei (1978); r = -
0,948

DISCUSSAO

A provavel existéncia de tipos morfoldgicos distintos dentro da espécie F. subtilis,
ja havia sido registrada anteriormente (Burkenroad, 1939; Pérez Farfante, 1967) e uma
diferenca bem definida foi identificada através da utilizagdo de eletroenfoque (Maggioni,
1996). Esta diferenga foi testada no presente estudo através da eletroforese de
isoenzimas, mostrando-se significativa.

Os valores de freqliiéncia alélica (Tabela 2) ja s&o forte evidéncia da diferenciagéo
genética entre o morfotipo Il e F. subtilis. O locus PGDH fornece uma identificagédo
inequivoca, uma vez que as duas amostras ndo compartilham alelos. Este fato define
o locus PGDH como diagndstico e indica muito claramente a existéncia de isolamento
reprodutivo, principalmente se considerarmos que os exemplares que constituem a
amostra provém do mesmo local, ou seja, o morfotipo |l e F. subtilis sdo simpatricos.
Mais evidéncia de diferenciagéo é fornecida pelo locus GPI, onde o alelo A é mais
comum para o morfotipo Il, enquanto que o alelo B é o mais comum para F. subtilis. A
analise das variacOes através do teste de qui-quadrado de contingéncia (Tabela 3)
comprova que as diferencgas entre as freqliéncias alélicas observadas nos loci PGDH
e GPI sao altamente significativas. Os loci PGM e MPI mostram variagbes mais sutis
e ndo produziram um valor de qui-quadrado significativo (0,05 < P< 0,25).

0 locus MPI chama a atencgdo por apresentar desvio das proporgdes esperadas
para o0 equilibrio de Hardy-Weinberg nas amostras de F. paulensis e F. subtilis.
Considerando um o= 0,05, deveriamos esperar para a presente situacdo no maximo
uma rejeigdo de Hq para o conjunto total de testes de qui-quadrado. 0 que se observa,
no entanto, para a amostra de F. subtilis & que o desvio pode ser atribuido inteiramente
a presenga de um homozigoto AA. Uma vez que esta é a Unica ocorréncia do alelo A,
a simples exclusdo deste individuo do processamento produz P = 0,386, eliminando o
desvio. Porém a ocorréncia de um homozigoto de alelo raro numa amostra tdo pequena
sugere a possibilidade da existéncia de informacgdes adicionais relevantes e, portanto,
a necessidade de um estudo populacional mais abrangente. A estatistica do indice de
fixaggdo F, considera, em termos de processamento estatistico, os trés grupos como
subpopulagtes separadas e analisa o grau de endocruzamento de cada subpopulagio
e da populagao total. A partir desses valores se pode ter idéia do grau de semelhanga
entre elas. Valores de Fis e Fit proximos a zero indicam alto endocruzamento, e portanto
homogeneidade populacional; valores negativos indicam excesso de heterozigotos e
baixo endocruzamento; valores positivos indicam deficiéncia de heterozigotos e,

134



NAUPLIUS, Rio Grande, 6: 129-137, 1998.

consequentemente, sdo evidéncia de estruturagéo populacional. O valor de Fst nunca
€ negativo e pode ser entendido como o nivel de diferenciagdo genética entre as
subpopulagdes analisadas; quanto maior o valor, maior a diferenciagdo. Como pode
ser observado na Tabela 4, quando considerados desta maneira os trés grupos
apresentam um alto grau de diferenciagdo genética, como indicado pelo Fst médio de
0,396. O baixo valor médio de Fis (0,037), por sua vez, indica que cada grupo pode ser
uma subpopulagdo enquanto que o de Fit (0,418) demonstra ser improvavel que os trés
grupos formem uma unica populagdo. Comparando morfotipo || em separado com F.
paulensis obtemos valores médios de Fis = -0,100, Fit = 0,082 e Fst = 0,168; entre
morfotipo Il e F. subtilis obtemos Fis = -0,009, Fit = 0,307 e Fst = 0,313. Estes valores
sugerem que é mais coerente considerar morfotipo Il como uma subpopulagdo de F.
paulensis do que de F. subtfilis.

Os resultados obtidos anteriormente com eletroenfoque de proteinas totais
evidenciaram uma semelhanga entre morfotipo Il e F. paulensis (Maggioni, 1996), em
confirmacdo a suspeitas baseadas em observagdes morfolégicas (D’Incao, com.
pess.). Em relagdo aos resultados do presente estudo, a comparacao de morfotipo Il
separadamente com F. subtilis e com F. paulensis indica uma maior semelhanca
daquele com este ultimo, como comprovam os indices de similaridade e distancia
genetica (Tabela 5, Figura 1), apesar de que em todos os casos os valores desses
indices indiqguem uma proximidade maior que o comumente registrado para espécies
diferentes. 0 locus PGDH nao é diagnostico entre morfotipo Il e F. paulensis e o locus
GPI ndo apresenta frequiéncias significativamente diferentes (0,05<P<0,10). Embora a
rigor, estas semelhangas ndo possam ser consideradas como prova de igualdade, elas
levantam a possibilidade de que o morfotipo Il seja na realidade uma populagdo
equatorial de F. paulensis.

A presenca da espécie F. paulensis no litoral nordeste ndo é um fato inédito.
Burkenroad (1939) ao determinar a existéncia de trés morfotipos da espécie P. aztecus
ao longo da sua érea de distribuic&o, afirmou ter encontrado, no litoral de Pernambuco,
um exemplar do morfotipo C, atualmente conhecido como F. paulensis. Pérez Farfante
(1967), ao descrever a espécie F. subtilis, cita ter encontrado, no extremo oeste do
Ceara, uma populagdo com caracteristicas um pouco distintas daquelas comumente
encontradas para esta espécie. Contudo, a andlise de tais caracteristicas levou a
concluséo de que se tratavam de duas populagbes de F. subtilis.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho conclui-se que morfotipo 1l se
constitui num grupo diferente da espécie F. subtilis. A comparag&o com F. paulensis
evidencia semelhangas genéticas que sugerem possa se tratar de uma populagéo
equatorial desta espécie. Este resultado é de relevante importancia pois ambas
espeécies em questdo, além de intensamente pescadas na costa brasileira, sdo objeto
de cultivo e, nesse campo, as informagbes aqui apresentadas tém importantes
conseqliéncias.
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