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Resumo

O camarao de agua doce Macrobrachium carcinus (LINAEUS, 1758) pode ser
encontrado em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, esta distribuido desde o
Para até Rio Grande do Sul, em rios que desaguam no oceano Atlantico. Esta
espécie tem sofrido com a sobrepesca, a poluicdo ambiental, a destruicdo dos
ambientes naturais, barramento dos rios e riachos, 0os quais impedem o acesso ao
mar impossibilitando o desenvolvimento dos estagios larvais do animal, além da
introducdo de espécies exadticas, como o M. rosenbergii. Por essas razdes, 0
Ministério do Meio Ambiente (MMA) inseriu o M. carcinus na lista oficial das espécies
ameacadas de extingdo em varios estados do Nordeste. Visando fornecer
informagbes para as iniciativas de repovoamento, este estudo teve como objetivo
avaliar a diversidade e estrutura genética, bem como aspectos da ecologia desta
espécie em quatro estados do Nordeste (Ceara, Pernambuco, Sergipe/Alagoas e
Bahia), utilizando seis marcadores de microssatélites, dados biométricos e analises
de conteudo estomacal. Um total de 143 animais foi coletado, sendo de 32 a 40
animais para cada um dos rios avaliados. Apds as analises, o numero de alelos
variou de dois a 18 alelos, com heterozigosidades médias esperadas e observadas
de 0,6256 e 0,5985 respectivamente. Trés dos seis loci estdo em desequilibrio de
Hardy-Weinberg e apresentam alelos nulos em todas as populagdes. O valor total de
Fsr foi de 0, indicando auséncia de estruturagdo genética. Os estudos bioldgicos
mostram que o0 pico reprodutivo mais provavel para esta espécie ocorra em
fevereiro. A analise estomacal revelou predominancia de itens de origem vegetal.
Estes resultados sugerem que um unico programa de repovoamento poderia
fornecer pés-larvas a todos os rios da regido Nordeste, diminuindo os custos de
operacgao e garantido que rios distantes de laboratérios de multiplicacdo também

sejam beneficiados.

Palavras-chave: Macrobrachium carcinus, microssatélite, repovoamento.

VIl



Abstract

The Macrobrachium carcinus (LINAEUS, 1758) can be found in tropical and
subtropical regions. In Brazil, it is distributed from Para to the Rio Grande do Sul, in
rivers that empty into the Atlantic Ocean. This specie has suffered with overfishing,
pollution, destruction of natural environments, rivers and streams dams that block the
access to the sea, what inhibits the development of larval stages of the animal, and
the introduction of exotic species such as M. rosenbergii. Because these reasons,
the Brazilian Ministry of Environment (MMA) has inserted the M. carcinus in the
official list of endangered species in several Northeastern states like Piaui, Cear,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe and Bahia. In order to provide information to
restocking initiatives, the aim of this study was to assess the genetic diversity and
structure, as well as aspects of ecology of this species in four regions of the Brazilian
Northeast (Ceara, Pernambuco, Sergipe/Alagoas and Bahia), by the use of six
microsatellite markers, biometric data and stomach content analysis. A total of 143
animals was collected, with 32-40 animals for each of the rivers evaluated. After the
analyses, the number of alleles ranged from two to 18 alleles, with expected average
heterozygosities from 0,6256 and observed average heterozygosities from 0,5985.
Three of the six loci are in Hardy-Weinberg disequilibrium and present null alleles in
all populations. The total value of Fsr was 0, what indicates no genetic structuration.
Biological studies show that reproductive peak for this species most likely to occur in
February. The stomach analysis revealed predominance of plant items.These results
suggest that a single restocking program could provide post-larvae to all rivers of
Brazilian Northeast, which reduce operating costs and ensure the benefit of the rivers
that are distant from multiplication laboratories also.

Key words: Macrobrachium carcinus, microsatellite, restocking.
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1. Introducéo

O camarédo de agua doce, Macrobrachium carcinus (Linaeus, 1758) € um
crustaceo decapoda, de &agua doce, pertencente a familia Palaemonidae,
popularmente conhecido como “pitu” no Nordeste brasileiro, e em outras regides,
como “lagosta de Sao Fidélis” ou “lagostinha do Ribeira”.

A espécie apresenta ampla distribuicdo geografica no Brasil, sendo
encontrada desde o Para ao Rio Grande do Sul, em rios que desembocam no
Oceano Atlantico (Fievet, 1998; Magalhdes, et al., 2003). Também ocorrem nos
Estados Unidos (Flérida), México, América Central e Antilhas. E considerado um dos
maiores camardes de agua doce do Brasil, apresentando habitos noturnos, vivendo
em locas e com alimentagao predominantemente detritivora. Possui a funcéo de elo
para as teias alimentares aquaticas, devido a sua participagao ativa em diferentes
niveis troficos (Porto, 1988). O sabor agradavel e o tamanho fazem dele uma iguaria,
atingindo pregos elevados no mercado.

As capturas da espécie vém declinando devido a poluicdo, destruicdo dos
ambientes naturais e sobrepesca, além da introducdo de espécies exdticas como o
M. rosenbergii. Tais fatores inseriram o M. carcinus na lista das espécies ameacgadas
de extingcao do Ministério do Meio Ambiente

(http://www.mma.gov.br/port/sbf/fauna/index.cfm) para os estados do Para, Piaui,

Ceara, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

A recuperagao de estoques de aguas continentais € normalmente feita atraves
de ac¢des de repovoamento em que pos-larvas sao liberadas no ambiente selvagem.
O objetivo das larviculturas de repovoamento € aumentar a produgado de camarao no
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ambiente, conservando a diversidade genética das populagdes selvagens. Além
disso, o conhecimento genético deve ser atrelado a principios ecoldgicos a fim de
que a integracao pretendida entre as pos-larvas da larvicultura e as do ambiente
selvagem ocorra de fato.

Pelo menos duas iniciativas de producao
de pés-larvas de pitu para repovoamento ja ocorreram no Nordeste em momentos e
locais distintos, sem que fossem acompanhadas por levantamentos genéticos ou
ecologicos da espécie.

O objetivo deste projeto foi caracterizar geneticamente, através de
marcadores de microssatélite, quatro populacbes de pitu no Nordeste (Cear3,
Pernambuco, na divisa entre Alagoas e Sergipe, Bahia). Aspectos ecoldgicos da
espécie também foram investigados na regido do baixo S&o Francisco, alvo de um

programa de repovoamento.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Género Macrobrachium

O género Macrobrachium (Bate, 1868) pertence a ordem Decapoda e familia
Palaemonidae, apresenta ampla distribuicdo geografica em areas tropicais e
subtropicais, habitando ambientes dulcicolas e estuarinos (Pereira et al., 2002;
Short, 2004). Este género possui mais de 200 espécies descritas como pantropicais,
que habitam as planicies da Africa, Asia, Oceania, América do Norte, Central e Sul
(Figura 1) (Valencia et al., 2007). Na América do Sul sdo encontrados na Venezuela,
Colémbia , Guianas e Brasil (Holthuis,1980,1993; Melo, 2003; Valencia e Campos,
2007). Os estudos mostram que este género ndao ocorre no continente Europeu e
Antartico (Coelho et al, 1982).
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r il i 8 )
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Figura 1: Distribuigdo Pantropical do Género Macrobrachium
Fonte: http://planetageo.sites.uol.com.br/fmapas.htm . Acesso em 28 de fevereiro 2012.
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No Brasil sdo conhecidas 18 espécies (Sampaio et al.,2009) amplamente
distribuidas nas bacias hidrograficas brasileiras (Melo, 2003).

O género Macrobrachium possui trés tipos de desenvolvimento classificados
de acordo com o numero de estagios larvais e a quantidade e tamanho dos ovos
(Jalihal et al., 1993): 1) Prolongado ou Tipo Normal — Estas espécies buscam regides
de estuarios devido a necessidade da alta salinidade para sua metamorfose, liberam
grande quantidade de ovos, de tamanho pequeno e apresentam de 8 a 20 estagios
larvais, ou seja, um longo periodo de desenvolvimento larval com varios estagios de
zoea, até chegar a fase juvenil. Em geral, exibem dismorfismo sexual, sendo os
machos maiores que as fémeas, exemplos: M. acanthurus, M. carcinus, M.
rosenbergii e M. olfersi; 2) Parcialmente Abreviado — S&o espécies sem dismorfismo
sexual, tamanho meédio, habitantes de rios, cérregos e aguas represadas, que
possuem apenas 2 ou 3 estagios, produzem ovos grandes, em pequena quantidade,
e tém desenvolvimento larval abreviado exemplos: M. borellii, M. nattereri e M.
potiuna; 3) Completamente Abreviado — Completamente Abreviado — Também nao
apresentam dimorfismo sexual, apresentam ovos grande, pouco numerosos e sao
de individuos de tamanho médio, entretanto, do embrido eclode um camaréo juvenil.
Seus representantes sdo duas espécies da india, exemplos: M. hendersodayanum e
M. dayanum.

No estudo da biologia deste género sdo encontrados animais didicos, que
apresentam dismorfismo sexual e fecundacdo externa. O macho deposita o
espermatéforo nas proximidades do poro genital feminino e a fémea expulsa os
ovulos para a regido abdominal, onde s&o fertilizados. Os ovos fecundados s&o
aderidos aos pledpodos até seu desenvolvimento. Passam por diversas
metamorfoses nos estagios larvais e em seguida ficam semelhantes aos adultos,
recebendo o nome de pos-larvas (Valenti, 1985).

Quanto ao comportamento apresentam habitos cripticos, com intensa
atividade ao entardecer e inicio da noite, permanecendo durante o dia em abrigos
formados por pedras, buracos ou entre as vegetacbes submersas (Mossolin e
Bueno, 2003).
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2.2 Macrobrachium carcinus

2.2.1 Distribuicao Geogréfica

M.carcinus € um camarao dulcicola (Figura 4), considerado um dos maiores
camardes nativos do Brasil, sendo encontrada em seis bacias hidrograficas
brasileiras (bacia Amazénica, bacia do Parnaiba, Atlantico Nordeste ocidental,
Atlantico Nordeste oriental, Sdo Francisco, bacia do Leste, Atlantico sudeste e
Atlantico Sul), nos estados do Para ao Rio Grande do Sul, em rios que desembocam
no Oceano Atlantico (Figura 2) (Fievet, 1998; Magalh&es, et al, 2003).

Figura 2: Mapa da distribuicdo geografica no Brasil de M. carcinus

Destas bacias hidrograficas, trés estdo localizadas na regido Nordeste do
Brasil (Atlantico Nordeste, Sdo Francisco e bacia do Leste). A bacia do Atlantico
Nordeste oriental compreende as areas dos estados do Ceara, Rio Grande do Norte,

parte dos estados da Paraiba, Pernambuco e Alagoas (Brasil A, 2010). A bacia do
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Sao Francisco esta localizada nos estados de Goias, Distrito Federal, Minas Gerais,
Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe (Brasil B, 2010). Ja a bacia do Atlantico
Leste é distribuida nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sergipe e Bahia
(Brasil A, 2010) (Figura 3).

Atlantico
MNE Ocidental

Figura 3: Mapa das bacias hidrograficas do Brasil.
Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/bacias-hidrograficas/bacia-hidrografica.php

Figura 4 : Adulto de Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758)
Fonte: http://www.marinespecies.org/photogallery.php?album=717&pic=34497
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2.2.2 Biologia

O adulto do M. carcinus atinge um comprimento total de 170-250 mm para os
machos e para fémeas ovigeras, de 130 a 170 mm. Possui um rostro curto,
parcialmente curvado para cima na extremidade, margem superior com 10 a 14
dentes (mais de 16 em juvenis) distribuidos uniformemente, 4 a 6 atras da orbita,
margem inferior com 3 a 4 dentes. Para distingdo morfoldgica desta espécie pode se
usar a proporgao dos segmentos do quelipodo (estrutura formada por mero, carpo,
palma e dedo), onde o carpo € bem menor do que o mero e que a palma. Quanto a
coloracdo, apresentam um padrédo de faixas longitudinais amarelas e pretas
exclusivo da espécie (Melo, 2003, Coelho et al., 1982).

O dimorfismo sexual é caracterizado por machos maiores, com garras mais
desenvolvidas e um apéndice no segundo segmento abdominal, enquanto as
fémeas possuem pleuras abdominais arqueadas e alongadas, responsaveis pela
formagao da camara de incubacéo (Coelho et al., 1982).

A reproducao desta espécie ocorre por fecundacgao externa, durante todo ano,
contudo, especialmente nos meses chuvosos, de fevereiro a marco (Valenti et
al.,1989). Aléem disso, possui alta taxa de fecundidade e fertilidade (Lob&o et al,
1983), com periodo de incubagao de cerca de 20 dias, com uma postura de 10.000 a
80.000 mil ovos/ postura, sendo um dos maiores periodos de incubacdo e maior
postura do género.(Coelho et al, 1982).

A maturagcédo dos ovos é observada pela mudanga na coloragéo e o grau de
desenvolvimento embrionario. Os ovos de M. carcinus inicialmente apresentam a cor
coral, seguindo amarelo suave e posteriormente marrom (Figura 5) quando ja é

possivel visualizar os olhos dos embrides (Coelho et al, 1982).
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Figura 5: Fémeas ovigeras mostrando as diferentes coloragbes dos ovos indicando seu estagio de
maturagao.

O desenvolvimento € anamorfico irregular produzindo numerosos e pequenos
ovos, com um longo periodo larval. O periodo de desova dura em torno de 19 a 48
horas, e as larvas plancténicas passam por 12 estagios de zoea, influenciados pelo
tipo de alimentacao e salinidade. Em laboratério, a duragdo dos estagios larvais € de
45 dias (Coelho, 1982; Herman et al. 1999).

O crescimento nesta espécie € realizado em periodos de exuviagdo ou mudas
devido ao exoesqueleto. A cada etapa do crescimento ocorrem mudangas nos
habitos alimentares e no habitat. Vive em aguas com temperatura de 15°a 36°C e é
encontrado em remansos ou cavidades, com elevada turbuléncia, devido a exigéncia
de uma maior oxigenagdo da agua que outras espécies do mesmo género, em um
pH de 7.0 a 8,5 ( Coelho et al., 1982) e com salinidade ideal de 16 ppt (Herman et
al.,1999)

Sampaio et al., (2009) citam o M. carcinus como uma espécie pertencente a
macrofauna bentbnica, com habitos noturnos, que utiliza os pereiépodos para se
locomover, vivendo no fundo dos rios, lagos, reservatorios e estuarios. Em

observagdes laboratoriais, Coelho et al (1982) verificaram que o M. carcinus utiliza
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os quelipodos para conduzir os alimentos a boca, sendo estes também usados para
higiene do proéprio corpo, inclusive nas fémeas que realizam a limpeza nos ovos
aderidos aos pledpodos.

A espécie é considerada onivora, alimentando-se de pequenos crustaceos,
insetos, moluscos, plantas e detritos organicos (Santos, 2009).

Nas populagdes de M. carcinus € estabelecida uma hierarquia, onde os
machos maiores sdo dominadores e 0s menores submissos com ocorréncia eventual
de combates para determinar a fungdo de cada individuo no grupo (Coelho et al,
1982). A espécie € considerada agressiva e territorialista, além de ter um
comportamento comum diante de espécies predadoras, seguindo uma sequéncia de
eventos, iniciando com a proje¢c&do do corpo para tras, depois posigao de defesa ou
combate, autonomia (processo de auto-amputagdo de pereidépodos) e fuga (Coelho
et al., 1982; Lewis et al., 1996 ;Kutty e Valenti, 2010).

O tempo de vida do M.carcinus é de 6 a 8 anos, sendo para M. rosenbergii de
até 3 anos, enquanto espécies menores vivem aproximadamente dois anos (Brown
et al., 2010).

2.3 Genética de Populacéao

Segundo Beiguelman (2008), Genética de Populagdes é o ramo da Genética
que tem como objetivo investigar a dinamica dos genes nas populagdes naturais,
buscando justificativa para os mecanismos que alteram a composicdo génica
(mutagdes, selecao natural, deriva genética e fluxo génico) ou apenas a frequéncia
genotipica pelo aumento do numero de homozigotos (efeito dos acasalamentos
consanguineos , efeito de gargalo e efeito fundador).

Como ferramenta para analises da variagdo genética podem ser usados di-
versos tipos de marcadores moleculares como: genes mitocondriais, Y-especificos,
marcadores nucleares e microssatélites. Os dois primeiros tém heranca materna e
paterna, respectivamente, heranga nao mendeliana e poder discriminatéria sobre a
biodiversidade, filogenética e biogeografia. Enquanto os dois ultimos apresentam
heranga mendeliana sendo considerados 6timos marcadores para estimar distancia
genética, a ocorréncia de metapopulacdes e testes de paternidades (Eriksson et al.
,2006; Garrigan; Hammer, 2006).
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A genética de populagao lida com as leis Mendelianas e outros principios ge-
néticos e como eles afetam as populagdes. Ela inclui o estudo das forgas que resul-
tam em mudancgas evolucionarias em uma espécie no tempo (Hartl e Clark, 1997).
Varios parametros podem ser analisados com intuito de identificar e quantificar as
variagdes genéticas como o equilibrio de Hardy-Weinberg, Fsr, F;s , heterozigosida-
de esperada e observada e tamanho efetivo populacional.

O teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg supde que em uma populagao infini-
ta , os cruzamentos sejam aleatérios desde que ndo ocorram mutagdes, migragdes e
selecao natural. Este parametro é analisado através de inferéncias estatisticas, onde
sdo comparadas as heterozigosidades esperadas e observadas. O desvio das pro-
porcdes esperadas indica que existem fatores atuantes que estdo levando ao dese-
quilibrio como mutacéo, fluxo génico (migragédo) e selegdo natural ou um processo
dispersivo, como a deriva genética (Falconer; Mackay, 1996).

A variagao genética de uma populacao pode ser afetada por diversas caracte-
risticas genéticas, além de sofrer influéncia dos fatores ecoldgicos e da histéria de
vida de cada espécie (Brown, 1978; Hamrick, 1983).

2.4 Genética de Macrobrachium

Os estudos genéticos existentes sobre o género Macrobrachium utilizam
varios tipos de marcadores moleculares como marcadores de microssatélites, DNA
mitocondrial e aloenzimas. Sendo as espécies M. rosenbergii e M. nipponense as
que tém o maior numero de estudos realizados devido a importancia comercial
mundial que ambas possuem.

O M. nipponense é uma espécie de grande importancia para aquicultura na
China. Sua produgédo encontra-se em declinio devido a perda de variabilidade
genética. Esta espécie possui mais de 40 /oci de microssatélites descritos na
literatura, com o numero de alelos variando de dois a 25, apresentando
heterozigosidade esperada geralmente menor que a observada, desequilibrio de
Hardy-Weinberg, e relatar a presencga de alelos nulos ( Quiao et al., 2011; Feng e Li,
2008; Ma et al., 2010; Zhao et al., 2010).

Ja o M. rosenbergii, espécie oriunda da regido sudeste assiatico, mas

introduzida em diversos paises inclusive no Brasil. Existem estudos genéticos
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utilizando marcadores moleculares de microssatélite com o numero de alelos
variando de dois a 19, heterozigosidades esperadas maiores que as observadas,
presenca de alelos nulos e desequiilibrio de Hardy-Weinberg (Chand et al., 2005;
Divu et al., 2008; Charoentawee et al., 2006) . Mather e Bruyn (2003), em um estudo
com DNA mitocondrial, relatam que o M. rosenbergii vem perdendo diversidade
genética em cultivos, relacionada a histéria da fundacdo destas populagdes que
expdem a espécie a efeito fundador repetido.

O estudo realizado por Cook et al., (2002) utilizando o Macrobrachium
australiense mostrou que a espécie apresenta uma alta estruturagdo genética. A
justificativa para este fato é a auséncia de fluxo génico na regido estudada mesmo
com relevo topografico baixo e a presenga de inundagdes periodicas.

Entretanto, o estudo realizado por Sharma e Hughes (2009) com o
Macrobrachium australiense e o Macrobrachium tolmerum, utilizando aloenzimas e
DNA mitocondrial mostrou que espécies que co-habitam a mesma regiao podem ter
estruturagdo genética diferentes, apesar de sofrerem com 0s mesmo processos
geoldgicos e ambientais. Para o M. australiense foi encontrada uma maior
estruturagcdo genética justificada pela limitagdo de dispersdo da espécie associada a
ocorréncia de muitas geragbes. Ja para o M. tolmerum, o estudo mostrou a
existéncia de populagdo homogénea, com uma recente expansido populacional e
evidéncias de que ha fluxo génico apesar de limitado.

Hunter (2011) n&do encontrou evidéncias de estruturagdo populacional em
Macrobrachium lar. O autor cita que a diferenciacdo geografica encontrada nao foi
significativa e justifica seus resultados pela presenca de fluxo génico gerado pela
habilidade dispersiva da espécie, ou ainda por eventos naturais como alteracdes no
nivel do mar que possibilitaram a dispersao larval. Ainda afirma que a estruturacao
genética esta intimamente relacionada a histéria de vida de cada espécie e que

habitos anfidromos geram um alto potencial de dispers&o. (Hunter, 2011)

2.5 Microssatélites

Os microssatélites sdo sequéncias repetidas, também chamadas de STRs
(short tandem repeats) ou repeticdes curtas em tandem, que foram descritos por Litt
e Luty (1989); Tautz (1989); Weber e May (1989). De acordo com Chambers et al.,
(2000), ainda ndo ha um consenso sobre o tamanho que diferencia os
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microssatélites dos minissatélites. Contudo, Hancock (1999) considera os
microssateélites como regides de repeticbes curtas de um a seis pares de bases,
altamente polimorficas, encontradas em procariotos e eucariotos.

Estes marcadores possuem distribuicdo uniforme no genoma, tanto em
regides codificantes quanto em regides nao-codificantes, apresentando um numero
variavel de repeticdes entre individuos gerando multiplos alelos (Chambers et al.,
2000; Matiolli, 2001 ;Tautz, 1989; Goldstein e Schlbtterer, 1999; Li et al., 2002).

A taxa de mutacdo nos microssatélites varia de 102 a 10° por geragao
(Ellegren, 2004) e podem gerar frameshift (mudanga do quadro aberto de leitura),
modificar os niveis de expressao dos genes ou até causar a inativagcdo do gene,
modificar a fungdo da proteina ou casualmente alterar o fendtipo. (Li et al., 2002).
Apesar de encontradas em regides codificantes e ndo codificantes, estas sequéncias
sdo mais comum nas regides de UTRs ou regides reguladoras, desta forma sua
distribuicdo nao é totalmente aleatéria. (Li et al., 2002).

Os microssatélites podem ser classificados de acordo com o numero de
repeticbes: mono, di, tri, tetra, penta ou hexanucleotidica. Para Weber (1990), estas
sequéncias sdo ditas puras ou perfeitas, compostas e interrompidas, e combinacdes

feitas entre estes trés tipos (Figura 6).

r - -t
Microssatélite perfeita

ACAATGCATACAAATAAGTCGACTGTCTAAAAATGCAATAAAGTTCCATTC
ACAATTTGATGGGCAAT CTCACAAATCGT CTAACCCCAACCCCTGAAAMAA
GAGGAAGLAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGNAC
TTTTTTCATCTTTTGCTTGTCTCTCCCTATCTCTCCTAATGAGAAAGGAAN

Microssatelite interrompida

TCACCTCACAGCATACAAGGAGAACTTGAAGCTASACAGAGACAGACAGALCA
GACGOLACAGAGACAGACAGACAGATAGALAGACAGALAGACAEACAGACA
CAAAMGTAAATGTGACCTTCAGCTTGAATCCAAATACTTTATTCATTCGTCATTT
ACATTTATTCCACATCAGTCTACACCTACGATGGTEGCATCTCGCGCCTTCTTTCCC
ACCATTTGCGATTCTGCTA

Microssatélite composta

TCACCTCACAGCATACAAGGAGAACTTG AAGCTﬂb
CAGATAGATAGATAGATAGATACAAAAGTAAATGTGACCTTCAGCTTGAATCCA
AATACTTTATTCATTCGTCATTTACATTTATTCCACATCAGTCTACACCTACGATGG
TGCATCTCGCGCCTTCTTTCCCACCATTTGCGATTCTGCTA

Figura 6:Classificacdo das Microssatélites (Weber, 1990)
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As repeticoes do tipo CA sdo mais comuns que as repeticdes AT e sendo trés
vezes mais observadas do que as repeticoes AG. As mononucleotidicas sdo pouco
estudadas devido aos problemas com amplificacdo e a dificuldade na sua deteccgao.
Considerando as repeti¢cdes trinucleotideas, as mais frequentes sdo GAG e AAT,
sendo esta ultima mais comum em invertebrados. A ocorréncia de cada tipo de
repeticdo pode estar associada ao processo de deslizamento ou slippage (Figura7),
no qual a DNA polimerase pode inserir ou deletar bases na replicagdo, ou ao
conteudo GC baixo em alguns grupos (Li et al., 2002). Além, do mecanismo citado
acima, outro mecanismo também pode gerar diferentes microssatélites como a
permuta ou crossing over desigual que ocorre entre cromossomos homologos na

profase | da meiose (Foissac et al., 2001).
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Figura 7: Deslizamento da DNA polimerase, mostrando o processo normal de Replicagao; O
deslizamento da DNA polimerase para tras, originando a insergéo de bases; e por fim o deslizamento
da DNA polimerase para frente, surgindo as delegdes. Fonte:Adaptado de Astrachan e Read, 1999.

O polimorfismo observado nos microssatélites pode ser decorrente da

variacao alélica no numero de repeticdbes nas sequéncias consideradas perfeitas,
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como também podem refletir mutagées em regides flanqueadoras e ou sequéncias
com repeticbes interrompidas (Ellegren, 2004). As regides flanqueadoras dos
microssatélites sdo geralmente conservadas, possibilitando o desenho de primers
especificos, que permitem a utilizacado da técnica de PCR.

Estas sequéncias com padrdao de heranga mendeliana, co-dominantes,
considerados marcadores neutros sdo amplamente utilizados nos estudos de
variabilidade genética, em testes de paternidade, avaliagao filogenética, genética
forense, no mapeamento de caracteres quantitativos de importancia econémica
(Arranz et al., 1998; Diez-Tascon et al., 2000; Arranz et al.,, 2001; Coltman et al.,
2001; Mcrae et al., 2002; Denise et al., 2003; Alvarez et al., 2004; Barrilet et al.,
2005; Tapio et al., 2005; Alvarez et al., 2006; Uzun et al., 2006).

A utilizacdo dos marcadores de microssatélite € mais vantajosa devido a
varios fatores, entre eles, a alta reprodutibilidade, necessidade de pequena
quantidade de DNA, abundancia no genoma e alto polimorfismo (Oliveira et al.,
2006, Ellegren, 2004). Outra caracteristica importante dos marcadores de
microssatélites € que devido a sua alta taxa de mutagdo eles sdo capazes de
recuperar informacgdes de um passado recente como efeitos gargalos recém-gerados
(Selkoe e Toonen, 2006).

Contudo, desvantagens também sdo apontadas como a presengca de
homoplasia, processo em que alelos diferentes apresentam mesmo tamanho, porém
histéria diferente, induzindo a subestimacdo da divergéncia genética entre
populagdes que estejam distantes geograficamente. E por fim, a presenca de alelos
nulos que pode indicar um excesso de homozigotos, quando na verdade
representam mutagdes na sequencia flanqueadora que impossibilitam o anelamento
do primer (Satar,2009; Chambers e Macavoy, 2000; Schiétterer, 2004; Selkoe e
Toonen, 2006).

2.7 Repovoamento

No mundo, cerca de 70% dos recursos pesqueiros estao sobreexplotados, em

declinio ou se recuperando do declinio (FAO, 1995). Em ambientes aquaticos, a
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propagacao artificial de juvenis tem sido amplamente utilizada para a recuperagao
de estoques extintos ou sob ameacga de extingdo (Allendorf e Ryman, 1987).
Entretanto, ecologistas e geneticistas tém se questionado sobre os possiveis efeitos
destas propagagdes nos ambientes selvagens, uma vez que a introducdo de
gendtipos nado representativos da populagao original podem ter efeitos desastrosos
(Ward, 2006). Além disso, o cruzamento entre individuos de populacdes distintas
pode resultar na perda da identidade populacional reduzindo o “fithess” devido a
ruptura das adaptacodes locais.

Em um estudo em que foram revisados cinquenta anos de artigos sobre
programas de repovoamento, Araki e Schmid (2010) observaram que existem efeitos
negativos sobre este processo como menor sobrevida, menor aptidao e redugao da
variabilidade genética em peixes. Por outro lado, em algumas populacdes os efeitos
do repovoamento foram positivos, mostrando que os resultados dependem do
estoque, da populacédo e da disponibilidade de informacgdes acerca da ecologia e
genética da espécie.

A variabilidade genética é essencial para manter a capacidade dos
repovoados em se adaptar as mudangas ambientais. Portanto, se o objetivo de um
programa de repovoamento € a persisténcia da espécie em longo prazo, entao a
preservacgao da variabilidade genética deve ser a prioridade maxima.

Trés premissas devem ser consideradas em programas de repovoamento,
segundo Miller e Kapuscinski (2003):

1) Sem aderéncia a principios genéticos, evolucionarios e ecoldgicos, a
integracdo pretendida entre os repovoados e a populagdo selvagem podem ter
consequéncias adversas;

2) O monitoramento constante é necessario para avaliar 0 sucesso;

3) O repovoamento deve ser visto apenas como uma parte das acgdes
mitigadoras, restando ainda estratégias de defeso e cotas de captura, entre outras.

A propagacao artificial de juvenis de sistemas de cativeiro para ambientes
selvagens pode ser de trés tipos de acordo com o status da populagédo: 1)
repovoamento (recuperagdo da biomassa desovante de espécies severamente
explotadas; 2) suplementagcdo (aumento das capturas em estoques em que a pesca
ocorre) (Cowx, 1998) e 3) re-introdugdo (recuperagcdo da biomassa quando a

populagao foi extinta) (Lorenzen, 2011).
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Duas iniciativas de repovoamento de populagdes da espécie de M.carcinus ja
ocorreram no Brasil em pequena escala, uma no ceara e uma em Alagoas. No
Ceara o Centro de Pesquisas em Carcinicultura nos anos de 2003-2007 dominou o
ciclo de produgédo em cativeiro do M.carcinus e conseguiram o ciclo completo da
espécie por duas vezes. As pos-larvas produzidas foram introduzidas nas lagoas do
Cauipe, em Caucaia, e nos agudes Pentecoste, Curu e Jaibara. Entretanto, a
atividade de repovoamento foi interrompida por falta de recursos (DNOCS, 2008).

Ja em Alagoas foi realizada uma parceria entre Chesf/UFRPE/Instituto Xingo
para a producao de poés-larvas desta espécie no intuito de repovoar o Baixo Rio Sao
Francisco em 2006. Houve a tentative de estruturar um Laboratério de Produgao Pos
—Larvas no municipio de Piranhas/Alagoas. Entretanto, até o momento, ndo existi
nenhum estudo que revele a estrutura das populacées de M.carcinus do Nordeste.

Tais informagdes, tanto as ecolégicas como as genéticas, sdo importantes
para subsidiar as a¢des de repovoamento. A primeira nortearia sobre os possiveis
locais indicados para a soltura das especimes, possibilitando uma maior
sobrevivéncia devido a presenga de alimentos adequados em cada estagios de vida,
um ambiente em que os individuos possam se proteger dos seus predadores, a
espéecie habita rios pedregosos e com aguas turbulentas, inseri-los na mesma época
em que os animais de ambiente natural estejam se reproduzindo para que haja uma
interagdo entre ambos. J4, as informagbes genéticas sdo necessarias para
minimizar a perda da variabilidade genética que pode provocar uma baixa
sobrevivéncia dos repovoados e causar danos irrevesiveis a populagao (POVH et
al., 2008). A variabilidade possibilita maior adaptagdo as mudangas ambientais por

varias geragdes
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3. Objetivos

3.1 Geral:

Avaliar a diversidade e estrutura genéticas de populacdes de
M.carcinus pertencentes a quatro rios do Nordeste brasileiro
oriundos de trés bacias hidrograficas, usando marcadores de
microssatélite, além de investigar aspectos ecoldgicos
vinculados a reprodugao e alimentagao da espécie no baixo

Sao Francisco, alvo de um programa de repovoamento.

3.2 Especificos:

o Genotipar seis loci de microssatélite para cada uma das

quatro populagoes.

e Determinar o parametros genéticos, tais como numero de
alelos, heterozigosidade esperada, heterozigosidade
observada, desequilibrio de Hardy-Weinberg, coeficiente de
endogamia (F;s), indice de diferenciacéo genética Fsr, Numero

efetivo populacional (Ne).

e Obter parametros bioldgicos, tais como proporgdo sexual,
distribuicdo em comprimento e peso, periodo de reprodugao,

conteudo estomacal.



4. Material e Métodos

4.1 Amostragem

Para a analise genética foram coletados camardées em quatro localidades: 40

individuos no baixo Rio Sao Francisco-divisa Alagoas/Sergipe (municipio de

Piacabugu 10°24'S, 36°26'0), 34 individuos no Rio Una em Pernambuco (municipio
de Barreiros 8° 48’ 28" S, 35° 11' 24" O), 36 individuos no Rio Curu no Ceara
(municipio de Pentecostes 03° 47' 34" S 39° 16' 12" O), 38 individuos no Rio de
Contas no estado da Bahia, municipio de Ubaitaba (14° 18 33" S e 39° 19’ 30 W)

(Figura 8).

Rio Curu -
Ceara

Rio Una
Pernambuco

Rio Sdo
Francisco
Alagoas

/Sergipe

Rio de
Contas
Bahia

Figura 8: Locais de amostragem de Macrobrachium carcinus para as analises genéticas.
Fonte: Adaptado do http://pt.wikipedia.org/wiki/
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Imediatamente apds a coleta, o 5° par de pleépodos dos 148 espécimes M.
carcinus foram removidos e preservados em etanol a 95% sem comprometimentos a

sobrevivéncia (Figura 9).

Figura 9: Extracdo do quinto par de pleopodos do M. Carcinus as margens do S&o Francisco

Para analise dos aspectos bioecoloégicos foi coletado um quilograma de
camardes a cada dois meses, iniciando em junho de 2009 e terminando em junho de
2010. A coleta foi realizada através de covos (Figura 10), que continham iscas de
coco em trés localidades do baixo Rio Sdo Francisco, as margens das cidades de

Piacabucgu, Propria e Pdo de Agucar (Figura 11).

Figura 10: Coleta de M. carcinus utilizando covos, realizada no Rio Sao Francisco AL/SE
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Os camarbes coletados foram colocados em sacos plasticos etiquetados,
separados por localidade, fixados em etanol a 70% e levados ao laboratério da

Unidade Académica de Serra Talhada em container apropriado.

ALAGOAS
l‘ . m LE

ﬁ,\ & A

o

I"..

SERGIPE

DCEAND ATLANTICO

Figura 11: Locais de coleta das amostragens para os estudos de bioecologia.
Fonte: Adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki/

4.2 Extracao do DNA gendmico

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo padrao (Sambrook et al.,1989)
com algumas modificagbes. As amostras foram digeridas utilizando-se 700 pL de
tampéo de extragdo (100 mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM de
EDTA, com concentragdo de 0,1% SDS) e 100pg/mL de Proteinase K e incubadas a
50° C por duas horas, em seguida a 37 °C por 12 horas. A purificagao foi efetuada
utilizando-se  fenol-cloroformio  (1:1),  cloroformio-alcool isoamilico (24:1),
respectivamente. O DNA foi precipitado com etanol, ressuspendido em TE e

armazenado a -20° C.
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4.3 Genotipagem

A otimizacédo de 42 loci foi conduzida na populagcéo da coleta de Alagoas e
Sergipe (municipio de Piagabucgu). As reac¢des de PCR foram conduzidas em volume
final de 10 pL, contendo 50 ng de DNA, 10 pmoles de cada primer , 0,2 mM de cada
dNTP, 1U de Taq polimerase platinum (Invitrogen ®) e 1,5 mM ou 2,5 mM de MgCl..
Foram testados diferentes ciclos de PCR, variando-se temperatura de anelamento e
concentracao de MgCl, até que padrbes claros e reproduziveis fossem obtidos. As
amplificacbes foram realizadas na seguinte condicdo: uma desnaturagao inicial a
94°C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos e temperatura de
anelamento (55°C a 67 °C) por 30 segundos, 72°C por 1 minuto seguido de uma

extensao final de72°C por 10 minutos.

4.3.1 Eletroforese de Poliacrilamida

Inicialmente, a otimizagdo dos /oci foi feita em géis de poliacrilamida
consistindo de uma pré-corrida inicial durante 1 hora, a 2000 V, 60MA e 55W. Em
seguida, foram aplicadas as amostras e uma régua molecular de 10bp (Invitrogem) e
com os mesmos parametros da eletroforese anterior com duracdo de 1 hora e 30
minutos. Ao término da corrida, o gel de poliacrilamida a 4%, 5% e 6% , de acordo
com o tamanho do fragmento, foi fixado com acido acético (10%) durante 20
minutos, seguido de coloragdo com nitrato de prata a 0,1% durante 30 minutos e

revelado com carbonato de sédio. A imagem foi registrada em um scanner (Kodak®).

4.3.2 Genotipagem Automatizada

Os melhores marcadores com melhor resolucdo na poliacrilamida foram
avaliados por um sistema automatizado de eletroforese de capilar, no equipamento
Genetic analyzer ABI 3500 (Applied Biosystems ®).A selegéo foi feita considerando
os seguintes fatores: loci polimérficos , com numero maior de alelos e por fim os
loci que apresentaram tamanho maior que 330 o que impossibilita sua analise em
poliacrilamida. Um dos iniciadores de cada par de primer foi marcado com

fluorocromos(Tabela1).
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Tabela I: Sequéncia dos Primers utilizados no Equipamento Genetic Analyzer com Seus motivos e fluorocromos.

Loci Ta(°QC) Forward Reverse Motivo  Fluorocromo
Mcar03 57 CAATTTGATGGGCAATCTCAC CTCATTAGGAGAGATAGGGAGAG GA VIC
Mcar05 56 AAGTCGACTGTCTAAAAATGC GGAGAGACAAGCAAAAGATG GA NED
Mcar09 65 AGAGATGGGGACTGGGAGAT CTGTTCCTCCTTCTCTCTCAC GATA VIC
Mcarl3 57 CCTCTCTAATGAGTCGTTAAG CTGGGGTAGCAACTTGG TGTC PET
Mcarl5 57 ATTCGTTCGAAATGTTAGTAAG CAGCGGAGTGGGTTTACAAT AG FAN
Mcarl8 63 GCTGTGAGCTAAACGCAC GGCGCTGTTAGTTTCAGA AG FAN
Mcarl9 65 GTCGGGCTGTTTGTTTGTC CCTCTGAGCACACTGCTTTG TGTC FAN
Mcar25 57 TCCGGAGATTACAGGTAGGC GAATCACCAACTAGGCCG TGTC PET
Mcar39 65 GAAGCCAAAATAAATGTCCTGC ACACCGGATCAAATATCCACTC GACA NED
Mcar46 58 TCATCTCAATCTCCTCCTCTAACA ATTATGTCTCCGTGTGTTTCCA TGTC NED
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O equipamento Genetic analyzer foi calibrado utilizando os calibradores DS-
33 e DS-02 (Applied Biosystems®) que sao especificos para os fluorocromos
utilizados. A escala alélica GS600 (Applied Biosystems®) foi utilizada para
determinar o tamanho dos fragmentos analisados. As reagbes de PCR seguiram o
mesmo protocolo da eletroforese em acrilamida com uma modificagdo no tempo de
extensdo maior (30 minutos) e na utilizacdo da Taq polimerase que foi a recombinant
(Invitrogen ®). O tamanho dos produtos foi analisado utilizando os programas
GENESCAN 3.7 e GENEMAPPER 4.0 (Applied Biosystems).
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4.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
computacional GENEPOP 1.2 (Raymond e Rousset, 1995), onde numero de alelos
(A), heterozigosidades observada (H,), ou seja, a porcentagem de individuos
heterozigotos em um dado loco génico, a esperada (He) parametro que possibilita
prever o numero de heterozigoto para as préximas geragdes, assim sendo ambas
medidas reportam-se a heterozigosidade senso da diversidade génica de Nei (1987),
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), desequilibrio de ligagao e coeficiente
de endogamia (F;s) que estima a deficiéncia de heterozigoto dentro da populagao ,
foram calculados. Este ultimo foi estimado pelo seu analogo 6 (Weir e Cockerham,
1984). Os niveis criticos de significancia encontrados para o desequilibrio de ligagéo
foram corrigidos pelo método de Bonferroni, ao nivel de significancia a = 0,05, para
P4 < a/k, onde k é o numero de combinagdes entre os marcadores (Rice, 1989).

A presenca de alelos nulos, erros de genotipagem, presenga de picos stutter
foram testadas através do programa Micro-Checker (2.2.3) (Van Oosterhout et al.,
2004).

O coeficiente de diferenciacdo genética (Fsr) entre populagdes e sua
significancia por analise molecular de variancia (AMOVA) foram avaliadas usando-se
o programa Arlequin 3.01 (Schneider et al., 2000). A estrutura genética de M.
carcinus também foi investigada utilizando o programa Structure 2.3.3 (Prichard et
al., 2000) baseada nos gendétipos dos individuos das quatro populagbes. Em
seguida, com os dados obtidos pelo programa, calculou-se o K, P(D) = L(K).

O numero efetivo populacional que € uma medida da capacidade da
populagdo em manter sua variabilidade genética foi estimado com base no excesso
de heterozigoto e no desequilibrio de ligagao utilizando o programa Ne Estimator e
LDNE (Waples e Do, 2008).
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4.5 Estudos bioecolégicos

A fim de se determinar a provavel época de recrutamento e, portanto a melhor
época para a liberagdo de poés-larvas, analises bioecoldgicas foram conduzidas. Os
camardoes coletados foram identificados através do estereomicroscopio,
considerando as chaves de Holthuis (1952) e Melo (2003). Posteriormente a
identificacdo, os espécimes foram contados, sexados pela presenca do apéndice
masculino, ou auséncia deste nas fémeas, quantificados; medidos com paquimetro
digital de precisao (0,1 mm) para o comprimento total (CT): disténcia entre a margem
distal do rostro até a extremidade distal do telson. Em seguida pesados
individualmente (camarao fixado) com o auxilio de uma balanga digital eletrdnica
com precisao de 0,1 grama.

A presenca de fémeas ovigeras foi constatada através da presenca de ovos
presos aos pledpodos na regidao abdominal. Para os estudos de alimentacéo, foram
retirados estbmagos de 15 camardes por coleta, e estimados o grau de replecéao
gastrica (em %) através da transparéncia da parede do estdbmago, sob
estereomicroscopio. Apds esse procedimento, os estdbmagos foram colocados em
placa de Petri e abertos para a analise. Os itens alimentares foram identificados até
o0 menor nivel taxonémico possivel.

As amostras foram coradas com rosa de bengala, pelo menos, por 48 horas,
com intuito de distinguir os tecidos dos animais amorfos e detritos vegetais. Os itens
encontrados nos estdmagos foram reunidos em categorias descritas abaixo:

o MOA (Matéria Organica Animal): todo material de origem animal cujo estado
de digestdo ndo permitiu a identificagao.

o MOV (Matéria Organica Vegetal): todo material de origem vegetal cujo estado
de digestdo nao permitiu a identificagao.

o Macrofita: vegetais aquaticos que ocorrem desde areas de brejos até
ambientes verdadeiramente aquaticos.

o Isca: pedagos de coco

o Mollusca: representado por fragmentos de conchas ou pela concha inteira de
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gastropodes e bivalves.

o Crustacea: por fragmentos do corpo, de apéndices, cuticula.

o Areia: como pode ser ingerida acidentalmente, como consequéncia do habito
alimentar do animal, esta foi quantificada visto que em alguns casos ocupou um

volume consideravel.
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5. Resultados

5.1 Analise Genética

Foram testados 42 loci que amplificaram diferentes regides de microssatélite
contendo 14 repetigdes dinucleotidicas, cinco trinucleotidicas , 18 tetranucleotidicas
e cinco di e tetranucleotidicas. Os 42 loci foram inicialmente visualizados em géis de
agarose, mas apenas 25 apresentaram perfis claros e definidos em géis de
poliacrilamida, sendo sete monomorficos e 18, polimoérficos.

Os 18 loci polimorficos foram testados em quatro populagdes, mas apenas 0s
loci Mcar03, Mcar05, Mcar09, Mcar13, Mcar15, Mcar18, Mcar19, Mcar23, Mcar25,
Mcar31, Mcar 39 e Mcar46 apresentaram padrées claros e definidos para a
separagao dos alelos. Dez loci (Mcar03, Mcar05, Mcar09, Mcar13, Mcar15, Mcar19,
Mcar23, Mcar25, Mcar39 e Mcar46) foram selecionados para serem testados em
analise com o equipamento Genetic Analyzer 3500. O Mcar 23 foi analisado em gel
de acrilamida por apresentar apenas dois alelos.

Nas analises por fluorocromos, os loci Mcar03, Mcar05, Mcar09, Mcar18 e
Mcar19 nao apresentaram picos bem definidos, sendo retirados das analises.

O numero de alelos das quatro populacdes variou de dois a 18, com uma
média de 10,33, sendo confirmado através da comparagdao dos resultados de
eletroforese de acrilamida e pelos picos obtidos com os primers marcados no
equipamento Genetic Analyzer. A analise mostrou que existem oito alelos privados,
sendo trés na populagdo do Ceara, um em Pernambuco, dois em Alagoas/Sergipe e
dois na populagdo da Bahia (Tabela IlI). Todos os oito alelos foram considerados
raros (p<0.05).

A analise dos seis loci genotipados mostrou a presenga de alelos nulos e
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) nas quatro populag¢des para os loci
Mcar 13, Mcar 15, Mcar46, como mostrado na Tabela Ill. Assim, estes foram
retirados da analise.

As heterozigosidades esperadas, para os loci Mcar 23, Mcar 25, Mcar 39,
apresentaram média de 0,6256. Ja a média das heterozigosidades observadas foi de
0,5985.
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Um programa de repovoamento deve preservar a variagao genética da populagao de
onde os reprodutores ou fundadores vieram ( Lacy, 1994). Assim, o esfor¢go em tais
programas deve estar direcionado a minimizar a perda de variagdo genética entre os
fundadores.

Diversos critérios sao utilizados na escolha de fundadores de um programa de
repovoamento baseados na importancia genética. Um deles é o da “Singularidade
Genbmica” em que individuos que carregam alelos privados sao classificados como

altamente importantes (Ballou et al., 1995).
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Tabela Il — Tamanho dos alelos e suas frequéncias (entre parénteses) para cada loci analisado. Alelos raros das populagdes marcados em negrito.

Locus
Mcar 23 Alelos
Populacéo
Ceara 169 173
(0.559) (0.441)
Pernambuco 169 173
(0.724) (0.276)
. 169 173
Alagoas/Sergipe (0.688) (0.312)
Bahia 169 173
(0.663) (0,337)
Mcar 25 Alelos
Populacao
Ceara 191 199 ) i ) 221 231 233 235 237 239
(0.014) (0.014) (0.056) (0.333) (0.194) (0.111) (0.250) (0.028)
Pernambuco 221 231 233 235 237 239
) ) ) ) ) (0.044) (0.397) (0.191) (0.103) (0.250) (0.015)
Alagoas/Sergipe . oo 217 221 223 231 233 235 237 (02856)
' (0.013) (0.066) (0.026) (0,355) (0.184) (0.092) (0.184) ‘™
Bahia 215 217 221 231 233 235 237 239
) ) (0.016) (0.016) (0.129) (0,339) (0.177) (0.081) (0.210) (0.032)
Alelos
Mcar 39
Ceara 194 - 210 212 214 - 218 222 - 226 - -
(0.014) (0.028) (0.014) (0.472) (0.083) (0.292) (0.097)
Pernambuco - 206 210 212 214 216 218 222 224 226 - -
(0.015) (0.015) (0.015) (0.382) (0.029) (0.044) (0.324) (0.029) (0.147)
Alagoas/ Sergipe - - 210 212 214 218 222 224 226 230 -
(0.013) (0.050) (0.438) - (0.113) (0.300) (0.013) (0.050) (0.025)
Bahia - 206 210 212 214 218 222 226 230 234
(0.015) (0.045) (0.030) (0.379) - (0.045) (0.333) - (0.121) (0.015) (0.015)
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Tabela lll : Variabilidade Genética da Populagado M. carcinus do Ceara, Pernambuco,
Alagoas/Sergipe, Bahia.

CEARA PERNAMBUCO ALAGOAS/SERGIPE  BAHIA

Mcar 13
N 36 34 40 33
A 12 14 14 18
He 0,8400 0,8638 0,9025 0,8903
Ho 0,8400 0,5882 0,7250 0,5454
HWE * * * *
NA Sim Sim Sim Sim
Mcar 15
A 17 12 16 14
He 0,8775 0,8788 0,7450 0,8336
Ho 0,6389 0,4412 0,5250 0,4545
HWE * * * *
NA Sim Sim Sim Sim
Mcar 23
A 2 2 2 2
He 0,4726 0,3468 0,4351 0,3573
Ho 0,6667 0,2941 0,4250 0,3030
HWE NS NS NS NS
NA Nao Nao Nao Nao
Mcar 25
A 8 6 9 8
He 0,7829 0,7414 0,7583 0,7496
Ho 0,8056 0,7647 0,6750 0,7879
HWE NS NS NS NS
NA Nao Nao Nao Nao
Mcar 39
A 7 9 8 9
He 0,6839 0,7340 0,7089 0,7361
Ho 0,5833 0,5294 0,6500 0,6970
HWE NS NS NS NS
NA Nao Sim Nao Nao
Mcar 46
A 17 15 15 12
He 0,9139 0,9091 0,8127 0,8848
Ho 0,7778 0,5882 0,5750 0,6667
HWE NS * * NS
NA Sim Sim Sim Sim

N = Numero de individuos coletados; A = Numeros de alelos; He = Heterozigosidade

esperada; Ho =Heterozigosidade observada;, HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg; NA = Alelos

Nulos; * desequilibrio de Hardy- Weinberg.

45



O coeficiente de endogamia (F;s) médio para as populagbes estudadas foi de
0,0408, considerando apenas os trés loci que nao apresentam alelos nulos.

Quanto ao desequilibrio de ligagao, ndo foram dectados /loci ligados (P>0,05),
e portanto, os trés aqui descritos tém capacidade discriminatéria em estudos de
populacdes.

O valor total de Fsr foi de 0 com valores par a par proximos a este valor
(Tabela 1V). A estruturagdo genética populacional obtida pelo programa Structure
mostrou um unico grupo (Figura 12).

Utilizando o programa Arlequim 3.01ndo foi possivel calcular a significancia
por analise molecular de variancia (AMOVA) por se tratar nas quatro populagcdes de

um unico grupo.

Tabela IV - Valores do Fsr_par a par das populacdes de Macrobrachium carcinus.

Pernambuco Ceara Bahia Alagoas
Pernambuco -
Ceara -0,00626 -
Bahia -0,00860 -0,00583 -
Alagoas -0,00153 -0,00831 -0,00480 -
*P<0,05

Pernambuco Alagoas Ceara Bahia

Figura 12: Resultado da estruturagédo populacional fornecida pelo Structure 2.3.3

O numero efetivo populacional observado para as populagdes foi considerado
infinito para todas elas segundo o método do excesso de heterozigotos. Entretanto,
considerando o método do desequilibrio de ligagcdo, apenas as populagbes de
Alagoas/Sergipe e Pernambuco, mantiveram-se como tal, enquanto nas populag¢des
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do Ceara e da Bahia, os valores oscilaram entre 58 e infinito e entre 19,1 e 130

individuos, respectivamente (Tabela V).

Tabela V — Numero efetivo populacional (Ng) das populagdes de Macrobrachium

carcinus
~ N, - heterozigoto B _ a2
Populagao exXCEesso] N, — desequilibrio de ligagao
Ne 95%IC 95% IC Menor Ne 95% IC  95% IC
Inferior  Superior Freq. Inferior Superior
Alélica
Usada
o0 86.8 0 0,05 0 17.5 o0
Al
agoas/ 0,02 - 1084
Sergipe
0,01 0 57.5 o0
0 29.7 o0 0,05 19.1 5.7 140.2
Bahia 0,02 61.8 18.8 o0
0,01 130.0 29.3 0
o0 19.9 0 0,05 58.2 6.3 o0
Ceara 0,02 63.9 9.3 0
0,01 0 21.0 o0
o0 23.7 o0 0,05 0 5.7 0
Pernambuco 0,02 o0 13.6 o0
0,01 o0 22.0 0

Fontes: 'NeEstimator; °LDNE

5.2 Analise bioecolégica

Foram analisados 917 camardes provenientes das trés localidades no baixo
Rio Sao Francisco: Pao de Acgucar, Propria e Piagabugu. Desses, 881 pertenceram a
espécie M. carcinus, 35 a M. acanthurus e um individuo apenas a M. olfersii
(WIEGMANN, 1836).

O numero de individuos da espécie M. carcinus variou de 140 em junho/2009
a 181 em junho/2010, sendo a coleta do més de abril/2010 a que apresentou menor
quantidade de camardes. Ressalta-se, entretanto, que para o més de outubro/2009

foi computada apenas a amostra proveniente de Propria (n = 42) (Figura 13).
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Figura 13: Variagdo do numero de individuos de Macrobrachium carcinus coletados no baixo Sao

Francisco de junho/2009 a junho/2010.

Com relacao a distribuigdo por sexo, o numero de fémeas foi superior ao de

machos durante quase o periodo (Figura14).
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Figura 14: Variagdo no numero de machos e fémeas de M.carcinus coletados de junho/2009 a

junho/2010

Com relagao as fémeas ovigeras, foram coletados 49 exemplares, sendo 19

em Penedinho, 17 em Pao de Agucar e 13 em Propria. O més de fevereiro/2010 foi o

que apresentou maior quantidade de fémeas ovigeras (Figura 15).
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Figura 15: Relagdo entre o numero de fémeas e fémeas ovigeras no periodo de junho/2009 a
junho/2010

A maior fémea ovigera apresentou 153,2 mm CT em fevereiro/2010, em Péao
de Acgucar, € a menor 68,0 mm CT em abril/2010, em Penedinho.

Com relacdo ao tamanho dos exemplares, ao longo do rio Sdo Francisco, o
comprimento total dos machos variou de 51,1 mm em junho/2009 a 179,7 mm em
agosto/2009. Para as fémeas, o tamanho variou de 51,4 mm em junho/2009 a 173,7
mm em agosto/2009. De uma maneira geral, as médias dos camardes foram
menores em junho/2009 e seguiram aumentando até fevereiro/2010, voltando a
decrescer em abril e junho de 2010.

A relacdo peso-comprimento de M. carcinus, onde o peso é a variavel
dependente (y) e o comprimento, a variavel independente (x) apresentou o
coeficiente de correlagdo de R?> = 0,81 para fémeas, e R?> = 0,83 para machos
(Figuras 16).
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Figura 16:: Relacao peso-comprimento de Macrobrachium carcinus coletadas no Rio Sdo Francisco
a) fémeas; b) machos.

by

Com relacdo a alimentagdo dos camardes, um total de 90 estdbmagos foi
analisado, com 79 cheios (87,8%) e 11(12,2%), vazios.

A replecido estomacal dos camardes coletados nas trés localidades variou de
0 a 100%. A maioria dos estdmagos analisados (n= 34) esteve dentro da classe de 0
a 20%:; 12 estiveram na classe de 21 a 40%, 19 na classe de 41 a 60%, 14 na classe
de 61 a 80% e, 11 estbmagos estiveram presentes na classe de 81 a 100% (Figura

17).
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Figura 17: Distribuicdo de frequéncia da percentagem da replegao estomacal de Macrobrachium
carcinus coletados no Rio Sdo Francisco, de junho/2009 a junho/2010.

Com relagao a composicao da dieta, o espectro alimentar de M. carcinus

apresentou-se diversificado preferencialmente com alimentos de origem vegetal,
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incluindo macrdfitas, alga filamentosa, isca (coco) e matéria organica vegetal (MOV)
nao identificada. Os itens de origem animal foram representados por camaroes,
moluscos gastropodas e bivalves.

Restos de animais e vegetais (MOV e MOA) apresentando alto grau de
digestdo foram encontrados em 12,82% e 12,80%, respectivamente, dos estbmagos

analisados, n&o permitindo uma identificagdo mais acurada. (Figura 18).

Crustaceos
0.57%

Alga
Filamentosa
3,38%

Figura 18: Frequéncia dos itens encontrados nos estémagos de Macrobrachium carcinus coletados
no Rio Sao Francisco de junho/2009 a junho/2010. MOV = matéria organica vegetal n&o identificada,
MOA = matéria organica animal nao identificada.

A Figura 19 mostra a variagdo mensal da percentagem dos itens encontrados
nos estdmagos de M. carcinus. E possivel observar que os itens de origem vegetal

predominaram principalmente nos meses de dezembro/2009 e fevereiro/2010.
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Figura 19: Porcentagem mensal dos itens encontrados nos estdmagos de Macrobrachium carcinus
coletados no Rio S&o Francisco, de junho/2009 a junho/2010. MOV = matéria organica vegetal ndo
identificada, MOA = matéria organica animal n&o identificada
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6. Discussao

Os primers utilizados no presente estudo representam os primeiros
marcadores moleculares de microssatélites para M. carcinus e como tal ndo é
possivel comparar a diversidade com estudos prévios. Todavia, 0 numero de alelos
aqui relatado é similar aos encontrados para outras espécies do mesmo género na
literatura (Quiao et al., 2011;Ma et al., 2010; Zhao et al., 2010; Karaket et al., 2010;
Feng, 2010; Feng e Li, 2008; Khushiramani et al., 2008; Charoentawee et al.,2006;
Chand et al 2005).

Segundo Lacth et al (2006), programas baseados em analises de
agrupamento Bayesianas ndo sédo capazes de identificar corretamente o “k” quando
se tem um Fgr < 0,05. A presencga de oito alelos privados em frequéncias muito
baixas indica que estes estdo sob o risco de extingdo e devem ser considerados na
escolha de fundadores em um programa de repovoamento.

Trés loci apresentaram alelos nulos de maneira sistematica nas quatro
populacdes e foram retirados da analise, a fim de evitar o comprometimento das
analises (Karaket e Poompuang, 2012). Os alelos nulos aparecem em decorréncia
de mutagdes no sitio de anelamento dos primers, e podem induzir a interpretacoes
errbneas nos dados analisados (Van Oosterhout et al., 2004).

As populagdes do Ceara, Pernambuco, divisa de Alagoas/Sergipe e Bahia
compartilharam a maior parte dos alelos entre si, apesar de pertencerem a trés
bacias hidrograficas, Atlantico Nordeste Oriental, Sdo Francisco e Atlantico Leste.
Este fato provavelmente ocorre devido a origem geoldgica das trés bacias. Elas
foram originadas nos dominios geoldgicos da Provincia Borborema (UFPE/Servigo
Geoldgico do Brasil, 2008). O baixo Fsr encontrado e a auséncia de estruturagao
sugerem um baixo nivel de diferenciacdo, que pode ser explicado pelo fato da
espécie se reproduzir em estuarios e suas larvas serem dispersas para outros
estuarios. Resultados similares foram encontrados para outro camardao de agua
doce, Macrobrachium lar, que habita regidbes marinhas durante as fases larvais
(Hunter, 2011), utilizando trés loci de microssatélites. Por outro lado, duas espécies
australianas do género Macrobrachium que tém o ciclo completo em agua doce, M.
australiense e M. asperulum, apresentam estruturagdo genética com base em
estudos baseados em genes mitocondriais (Cook et al., 2002; Carini e Hughes,
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2004; Sharma e Hughes, 2009; Liu et al.,, 2011). A diferenciagdo genética em
organismos aquaticos € maior entre espécies dulcicolas, seguido de espécies
marinhas, enquanto as espécies estuarinas mostram um grau de diferenciagao
intermediario (Sharma e Hughes, 2009).

A alta similaridade genética entre as quatro populagdes avaliadas € vantajosa
porque um unico programa de repovoamento no Nordeste poderia suprir pés-larvas
para as trés bacias avaliadas, facilitando a logistica e diminuindo os custos
operacionais. O Ne estimado para as populagbes de acordo com o método do
excesso de heterozigotos é préximo ao infinito em todos os casos. Contudo,
segundo o método do desequilibrio de ligagao, as populagcdes do Ceara e da Bahia
estariam mais vulneraveis com numeros inferiores a 130. A regra classica de
conservagao “50/500”, sugere que um Ne de 50 deixa a populagdo vulneravel a
efeitos imediatos da consanguinidade (Allendorf e Rieman, 2001). O Ne estimado
por este método para as populagdes da Bahia e do Ceara, as coloca em risco
potencial de extingdo causada pelo aumento da taxa de endogamia que induz a uma
perda de variabilidade genética.

Sob a dtica de que um programa de repovoamento venha se concretizar
liberando pés-larvas na regido do baixo Sdo Francisco, deve-se considerar que o
pico reprodutivo mais provavel para esta espécie ocorra em fevereiro, com pos-
larvas disponiveis no ambiente por volta de 90 dias, segundo observacdes
experimentais (Graziane et al., 1993, Valenti, 1985, Herman et al., 1999, Pinheiro et
al., 2004; Santos et al., 2007), portanto o recrutamento teria seu pico no més de
maio.

O maior numero de fémeas durante todo o periodo de coleta pode ser
justificado pelo habito territorialista do M. carcinus descrito por Coelho et al., 1982;
Lewis et al., 1996 ;Kutty e Valenti, 2010). Além disso, de um modo geral, o tamanho
médio das fémeas coletadas mostrou-se ligeiramente maior do que o dos machos. A
fecundidade de M. carcinus é proporcional ao tamanho da fémea, sendo uma
condigdo essencial a maioria das espécies de carideos, que carrega seus 0OvVOS
aderidos aos apéndices abdominais restringindo-os em tamanho e numero de
acordo com o espago disponivel para a fixacdo (Lara e Wehrtmann, 2009). Esta
condicdo de carideos também explicaria o coeficiente de alometria encontrado nas

relacbes peso x comprimento encontradas para cada sexo. Machos apresentaram
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coeficiente aproximadamente igual a trés (3,0) e, portanto, um crescimento
isométrico. Ja as fémeas apresentaram um crescimento alométrico negativo (< 3,0),
ou seja, o ganho em crescimento € maior do que o ganho em peso (Fonteles Filho,
1989).

O menor numero de individuos coletados no més de abril pode estar
relacionado a uma suposta migracao reprodutiva. Segundo Coelho (1982) e Herman
et al., (1989), esta espécie precisa de agua com salinidade de 16 ppt para completar
seu desenvolvimento larval. Assim, adultos migrariam para a foz do rio Sé&o
Francisco, cerca de 150 km, a fim de encontrar aguas estuarinas. A utilizagao de
redes zooplanctbnicas possibilitaria a coleta de pds-larvas e verificar a ocorréncia
delas préximas aos estuarios da foz.

No que diz respeito a alimentagdo, dentre os itens encontrados no conteudo
estomacal, destacaram-se os de origem vegetal como pedagos de macrofitas, algas
filamentosas e isca (coco), mas também restos de camardes e moluscos. Segundo
Queiroz et al., (2007), o M. carcinus possui habito noturno e € predominantemente
detritivoro, alimentando-se de restos de animais e vegetais. Podem comer
organismos vivos, como algas, larvas de insetos e moluscos ou outros crustaceos.
Para Leber, 1985, estes camardes sdo os principais predadores de macrofitas
aquaticas, além de incluirem em sua dieta microcrustaceos, moluscos e poliquetas.
A abundéancia de um determinado item na dieta deve refletir a preferéncia da espécie
(Fonteles Filho, 1989), mas também uma maior disponibilidade deste no ambiente
(Fonteles Filho, 1989; Cortés e Criales, 1989/1990). Assim, um programa de
repovoamento na regido devera considerar também a disponibilidade de macrofitas

no ambiente.
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7. Conclusodes

1) Os dados aqui obtidos mostraram que as quatro populagdes oriundas de trés
diferentes bacias hidrograficas ndo apresentaram distingdo genética. O alto fluxo
génico €& de extrema relevancia, considerando que um unico programa de
repovoamento poderia suprir pés-larvas para todos os rios da regido.

2) A presenga de alelos raros torna imprescindivel que reprodutores de diversas
populagdes sejam utilizados como fundadores a fim de evitar a perda definitiva
destes alelos em agdes de repovoamento.

3) A ocorréncia do pico reprodutivo em fevereiro para esta espécie mostra que o0 més
de maio corresponde a provavel época de repovoamento.

4) A utilizacdo de redes zooplanctonicas permitiriam a captura de camardes de
tamanhos menores e confirmar a época de recrutamento e habitos alimentares em
menores classes de comprimento da espécie. Estas informacbdes sdo essenciais

para determinagao da melhor época e local para se proceder a soltura de pés-larvas.
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