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RESUMO

Os camardes peneideos (Crustacea, Decapoda, Penaeidae) constituem um recurso pesqueiro
de grande importancia econdomica mundial tanto para a industria pesqueira quanto para a
aquicultura. Em Mogambique, a industria pesqueira constitui uma das bases da sua economia,
onde a pesca do camardo chega a render cerca de 80 milhdes de ddlares anuais. Nos ultimos
anos, tem-se verificado uma reducdo na pesca do camardo, provavelmente devido a
sobrexplotacdo e a presenca de espécies exoticas. Este € o primeiro estudo genético
envolvendo as espécies de maior valor econdomico de Mogambique. O objetivo deste estudo
foi avaliar a diversidade genética e a estrutura populacional das espécies Fenneropeaneus
indicus e Metapenaeus monoceros ¢ identificar através do DNA barcoding nove espécies de
camardo peneideo. Para avaliar a diversidade e a estrutura genética de F. indicus e M.
monoceros, foram coletadas 160 amostras ao longo da costa de Mogambique e analisados os
genes mitocondriais COI (citocromo oxidase subunidade 1), Cyt b (citocromo oxidase
subunidade b) e a regido controle D-loop. Foi observada uma alta diversidade genética, sendo
que o D-loop apresentou os valores mais elevados (F. indicus: Hd=1; h=13; Hi=0,0133; M.
monoceros: Hd=0,99; h=24; e Hi=0,0092). O D-loop apresentou haplotipos unicos. Os
valores do teste D de Tajima e Fs de Fu foram negativos e significativos para os genes COI e
Cyt b. As curvas de distribui¢do mismatch sugeriram que as duas espécies passaram por uma
expansdo populacional recente de 10,397 e 28,418 anos para F. indicus € M. monoceros,
respectivamente. A AMOVA referente aos genes COI e Cyt b mostrou que mais de 99% da
variacdo ocorre dentro das populagdes. Os valores de Fsr par a par indicaram ndo haver
estruturacdo populacional. A natureza das correntes marinhas ao longo do canal de
Mogambique, bem como a auséncia completa de barreiras fisicas e/ou ambientais podem ser
os principais fatores que influenciam a manutencdo destas duas espécies como populagdes
unicas. Para a identificacdo dos peneideos de Mogambique com base no DNA barcondig, um
total de 69 amostras foi coletado na Baia de Maputo. A arvore de distancia genética agrupou
seis espécies em dois clados com relagdo ao lugar de origem, sugerindo a presenca de duas
linhagens. A distancia genética intraespecifica variou de 0 a 8,636 e a distancia interespecifica
variou de 3,897 a 21,558. A andlise da distribuicao de distancia para o vizinho mais préoximo
variou de 3, 897 a 18,971. A ferramenta de identificagdo DNA barcoding, foi eficiente na

identificacdo das espécies de peneideos da costa mogambicana.



Palavras chaves: Variabilidade Genética, Identificacdo, Peneideos, mtDNA, , COI, Cyt b,

Dloop



ABSTRACT

The penaeid shrimp (Crustacea, Decapoda, Penaeidae) are the most economically fishing
resource of the greatest global importance both for fisheries and the aquaculture industry.
Shrimp fishing is one of the pillars of national economy in Mozambique, where they provide
around USD 80,000,000 per year in export earnings. In recent years there has been observing
a reduction in the shrimp fishery industry probably due the over-exploitation or due the
presence of other shrimp species that were not been observed on the coast Mozambique
before which may competing for the ecological niche. Despite the great fishing economic
importance of penaeid shrimps in Mozambique, there is no genetic scientific literature
available thus far on their genetic characteristics. Therefore, this is the first work addressing
the genetic diversity of penaeids species of greatest economic value from Mozambique coast
F. indicus and M. monoceros, for the first time shrimp from this coast were identified using
DNA Barcoding tool. In addition, for the first time sequences of penaeid shrimp from
Mozambique coast were deposited in GenBank and Bold system. The objective of this study
was to evaluate the genetic diversity and population structure of the species F. indicus and M.
monoceros, and identify nine species of penaeids from the Mozambican coast. To assess the
genetic diversity and structure of F. indicus and M. monoceros, 160 samples were collected
along the Mozambique coast. Three mitochondrial genes (COI, Cyt b, and the control region
D-loop) were analyzed. A great genetic diversity was observed, however, the D-loop
presented higher values (F. indicus: Hd = 1, h = 13; Hi = 0.0133, M. monoceros Hd = 0,99;
H-24; and Hi = 0.0092). D-loop showed unique haplotypes; the Tajima D test and Fu Fs
values were negative and significant for the COI and Cyt b genes. The mismatch distribution
curves suggested that the two espéceis undergone to a recent population expansion (10.397 to
28.418) years ago F. indicus and M. monoceros respectively. The AMOVA analysis showed
that over 99% of the variation occurs within populations. The Fst Pairwise values pointed to a
non structured population. The nature of ocean currents along the Mozambique channel as
well as the complete absence of physical and / or environmental barriers may be the main
factors that influence the non structure of these two species. To identify shrimp penaeids from
Mozambique based on DNA barcondig, a total of 69 samples were collected in the Maputo
Bay. The genetic distance tree grouped six species into two clades as to the place of origin,
suggesting the presence of cryptic species. The intraspecific genetic distance ranged from (0

to 8.636) and interspecific distance from (3.897 to 21.558). The distance distribution analysis
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of the nearest neighbor ranged from (3.897-18.971). The DNA Barcoding identification tool
was efficient to identify the Penaeid species from mozambican coast. However the presence
of cryptic species pointed the need for further studies which must be conducted using
molecular analyzes; morphological taxonomy and the ecological treats to evaluate each of the

sibling species to reach a correct decision of the taxonomic status.

Keywords: Genetic variability, Identification, Penaeids, mtDNA, COI, Cyt b, Dloop
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1. INTRODUCAO

Mogcambique localiza-se na costa leste da Africa Austral e possui a terceira linha
costeira mais extensa do continente africano, com cerca de 2.700 km (FAO, 2009). A rede
hidrografica do pais ¢ constituida por numerosos rios que desdguam, em sua maioria, no
oceano Indico, formando varios estuarios, o que torna esta a regido costeira especialmente rica
em recursos marinhos, dentre os quais se destacam os camardes peneideos (FAO, 2007).

Os camardes peneideos (Crustacea, Decapoda, Penaeidac) possuem uma ampla
distribui¢do em quatro regides: a regido Indo-Oeste do Pacifico, leste do Pacifico, oeste e leste
do Atlantico (HOLTHUIS, 1980; DALL et al., 1990). A regido Indo-Pacifico ¢ o centro de
origem ¢ constituido por uma larga placa continental com um habitat mais adequado
comparado ao do Atlantico. Deste modo, possui uma maior diversidade destes camardes, cujo
nimero de espécies pode ser cinco vezes maior do que o encontrado no Atlantico (DALL et
al., 1990; BRIGGS, 1999). No entanto, ndo existem barreiras fundamentadas que separem o
oceano Indico e o leste do oceano Pacifico. Estas duas regides sdo vistas como um bioma
complexo Indo-Oeste-Pacifico (BRIGGS, 1999). Barreiras para a distribuicdo dos camardes
peneideos muitas vezes ndo sdo Obvias. Porém, a extensdo territorial, gradiente de
temperatura, profundidades e correntes oceanicas (DALL et al., 1990) podem restringir a
dispersdo das larvas pelagicas, ovos e organismos bentonicos (como ¢ o caso dos camardes
peneideos) através das correntes marinhas. Este fato pode favorecer a estruturagcdo genética
dos organismos. De modo semelhante, eventos de vicaridncia (formagdo de barreiras fisicas
que desconectam uma regido anteriormente continua), tal como o fechamento de rotas
maritimas, como, por exemplo, o fechamento do mar de Tethys (entre o Oceano Atlantico e o
Pacifico, via Mar Mediterraneo durante o Oligoceno/Mioceno) (HRBEK; MEYER, 2003)
pode restringir a dispersdo dos organismos marinhos, favorecendo a estruturagdo genética

(KEIGWIN, 1978; COATES et al., 1992; TESKE et al., 2007).
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Segundo a classificagdo taxondmica da familia Penaeidae elaborada por Rafinezque
Schmaltz (1815), sdo reconhecidos 17 géneros que agrupam aproximadamente 200 espécies
existentes nas quatro regides ocednicas (DALL et al., 1990; CHAN et al., 2008). Muitos
destes gé€neros habitam 4aguas costeiras, com exce¢do dos géneros Metapenaeopsis,
Parapenaeus e Penaeopsis, que se distribuem em aguas profundas (DALL et al., 1990). A
regido Indo-Oeste Pacifico (Indo-West-Pacifico-IWP) possui 11 dos 17 géneros (Tabela 1),
nove dos quais incluem 24 espécies que ocorrem na regido sudoeste do oceano indico (South
West Indian Ocean-SWIO) (Tabela 1: DALL et al., 1990).

Outra classificacdo taxondmica desta familia foi desenvolvida por Pérez Farfante e
Kensley (1997). Estes autores sugeriram um total de 24 géneros (Tabela 1), onde o género
Trachypenaeus foi dividido em cinco géneros e Penaeus, em seis. Varias analises
filogenéticas com base em marcadores mitocondriais (BALDWIN et al., 1998; MAGGIONI
et al., 2001; LAVERY et al., 2004; QUAN et al., 2004; VOLOCH; FREIRE; RUSSO; 2005;
CHAN et al., 2008), genes nucleares (MA; CHAN; CHU; 2009) e combinacdo de genes
mitocondriais e nucleares (MA; CHAN; CHU, 2011) questionaram a validade da classificacao
feita por estes dois autores. Segundo Dall (2007), faz-se necessaria uma revisdo taxondmica
com base nas evidéncias filogenéticas para o tradicional género Penaeus (incluindo Penaeus,
Fenneropenaeus, Litopenaeus, Farfantepenaeus, Melicertus e Marsupenaeus) (DALL, 2007,

FLEGEL, 2007; CHAN et al., 2008; MA; CHAN; CHU, 2011).



Tabela 1 - Revisdo da classificagdo taxonomica da familia Penaeidae e listagem dos géneros que ocorrem na regido IWP e SWIO e das

espécies que habitam as dguas da regido SWIO.

Géneros antigos Géneros adicionais Géneros (IWP) Géneros (SWIO) Especies (SWIO)

(DALL et al., 1990) (Perez Farfante e Kensley)

Atypopenaeus Farfantepenaeus Atypopenaeus Macropestasma Macropestasma africanus Malss 1913
Macropetasma Fenneropenaeus Macropetasma Metapenaeopsis Metapenaeopsis Man 1911

Metapenaeopsis Litopenaeus Metapenaeopsis Metapenaeus Metapenaeopsis mongiensis M.J. Rathbun 1902
Metapenaeus Marsupenaeus Metapenaeus Parapenaeopsis Metapenaeopsis scotti Champion 1973
Parapenaeopsis Melicertus Parapenaeopsis Parapeanaeus Metapenaeopsis provocatoria Racek e dall 1965
Parapenaeus Megokris Parapenaeus Penaeopsis Metapenaeopsis quiquedentata De Man 1907
Penaeopsis Miyadiella Penaeopsis Trachypenaeopsis Metaapenaeus monoceros Fabricius 1798
Trachypenaeopsis Trachysalambria Trachypenaeopsis Trachypeaneus Metapenaeus stebbingi Nobili 1904
Trachypeanaeus Rimapenaeus Trachypenaeus Penaeus Parapenaeopsis acclivirostris Alcock 1905
Penaeus Penaeus Parapenaeus fisoides Crosnier 1985
Heteropenaeus Heteropenaeus Parapeaneus investigatoris Alcock e Anderrson 1899
Protrachypene Parapenaeus longipes Alcock 1905
Xiphopenaeus Parapenaeus sexuberculatus Kubo 1949
Artemesia Penaeopsis balssi Ivanov e Hassan 1976
Tanypenaeus Trachypenaeopsis richtersii Miers 1884
Funchalia Trachypeaneus curvirostris Stimpson 1860
Pelagopenaeus Trachypenaeus sedili Hall 1961

Penaeus monodon Fabricius 1798
Penaeus canaliculatus Olivier 1811
Penaeus indicus H. Milne Eduards 1837
Penaeus japonicus Bate 1888

Penaeus latisulcatus Kishinouye 1896

Penaeus marginatus Randall 1840

Penaeus semisulcatus De Haan 1844

18
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Segundo Fisher et al. (1990), que consideraram a classificagdo taxondmica feita por
Rafinezque Schmaltz (1815), em Mocambique sete géneros ocorrem e 19 espécies. A estes
géneros e espécies somam-se duas espécies, possivelmente exdticas, recentemente registradas
na Baia de Maputo, passando a 21 espécies (Tabela 2). Porém, o nimero de géneros altera se
considerarmos a classificacdo feita por Pérez Farfante; Kensley (1997), passando a 11. Ainda,
se tivermos em conta a ultima classificacdo feita por Sakay; Sinonimya (2011), voltamos e ter

uma alteragao no niimero de géneros, passando a 12 (DE GRAVE; FRANSEN, 2011).

Tabela 2 - Espécies que ocorrem em Mogambique, incluindo as exdticas.

Classificacio antiga

Metapeaneopsis hilarula (De Man 1911a) Mantém-se
Metapenaeopsis mogiensis (Rathbun, 1902) "
Metapenaeopsis philippii (Bate, 1881) "
Metapenaeus monoceros (Fabricius, 1798) "
Metapenaeus stebbingi Nobili, 1904 "
Parapenaeopsis acclivirostris Alcock, 1905 "
Parapenaeus fissurus (Bate, 1881) "
Parapenaeus investigatoris Alcock & Anderson,

1899 "
Parapenaeus longipes Alcock, 1905 !
Penaeopsis balssi Ivanov & Hassan, 1976 "
Melicertus canalicatus

Penaeus canaliculatus Olivier, 1811

Penaeus indicus H. Milne Edwards, 1837 Fenneropaneus indicus H. Milne Edwards, 1837

Penaeus japonicus Bate 1888

Peanaeus latisulatus Kishinouye, 1896
Penaeus marginatus Randall, 1840

Penaeus monodon Fabricius, 1798
Penaeus semisulcatus De Haan, 1844
Trachypenaeus curvirostris (Stimpson, 1860)
Trachypenaeus sedilli Hall, 1961
*Metapenaeus dobsoni (Miers, 1878)

*Parapenaeopsis sculptilis (Heller,

Marsupenaeus japonicus Bate, 1888
Melicertus latisulcatus Kishinouye, 1896
Melicertus marginatus Randall, 1840

Mantém-se

n

n

Megokris sedilli Hall, 1961
Mantém-se

*Mierspenaeopsis sculptilis (Heller, 1862a)

As espécies analisadas neste trabalho estdo destacadas em negrito. As duas com asterisco sdo exaticas.
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1.1 Caracteristicas biologicas dos camardes peneideos

A maior parte dos camardes peneideos habita dguas rasas e costeiras de regides tropicais
e subtropicais (DALL et al., 1990). Alguns membros desta familia, principalmente dos
géneros Parapenaeus e Penaeopsis, ocorrem em aguas profundas superiores a 750 m.
Geralmente os peneideos sdo bentonicos, preferindo fundos arenosos e lodosos. Algumas
espécies do género Funchalia sdo pelagicas e outras habitam recifes de corais (géneros
Heteropenaeus, Trachypenaeopsis e algumas espécies do género Metapaeopsis). O tamanho
do corpo varia de 2,5 a 35 cm de comprimento. O sexo ¢ facilmente distinguido pela presenga
de um o6rgdo copulador (petasma) que se encontra no primeiro par de pledpodes (apéndices
abdominais) em machos, enquanto as fémeas possuem o télico, uma estrutura encontrada na
face ventral nos esternites correspondentes aos dois pares posteriores de pereidopodes. As
formas do petasma e do télico sdo uteis para a identificagdo das espécies de camarao (DALL
et al., 1990; CARPENTER; NEIM, 1998).

Baseados na morfologia do télson, os peneideos podem ser divididos em dois grupos:
um grupo com o télson fechado (Penaeus, Fenneropenaeus, Marsupenaeus, Melicertus,
Farfantepenaeus, e Metapenaeus) ¢ o outro, constituido por aqueles com o télson aberto
(Litopenaeus). Estes possuem ainda sulcos com protuberancias que facilitam o contato com os
espermatoforos, enquanto o primeiro grupo possui placas laterais que conduzem para o
receptaculo seminal, onde o espermatoforo ¢ depositado (PRIMAVERA, 1979; YANO et al.,
1988).

O comportamento sexual difere entre estes dois grupos. As espécies com o télson
fechado copulam com as gonadas ainda imaturas, enquanto as espécies com télson aberto o
fazem depois da maturagdo do ovario. A fertilizacdo € externa, independentemente da forma
do télson.

Em geral, os peneideos desovam em aguas ocednicas, porém as distancias dependem da
hidrologia local, sobretudo da influéncia da agua doce vinda dos rios ao longo da costa
(TEIKWA; MGAYA, 2003). Grande parte dos membros desta familia possui um ciclo de vida
similar com duas fases principais: uma estuarina e outra marinha (Figura 1). Dependendo da
preferéncia do habitat (demersal ou peldgico) durante as fases pos-larva, juvenil, adulto e ovos
maduros (DALL et al., 1990), existem 4 tipos de ciclo de vida, que envolvem os estagios
nauplio, protozea, mysis e fase pos-larva, seguido da fase juvenil e do estagio adulto. O ciclo
do tipo 1 apresenta um ciclo de vida exclusivamente estuarino. As pos-larvas deste tipo

migram para aguas com baixa salinidade, local onde se alimentam e crescem, depois retornam



21

para aguas com salinidades mais elevadas, e se juntam as popula¢des mais adultas. No tipo 2,
as espécies necessitam tanto do estuario como do mar aberto para completar seu ciclo de vida.
As pos-larvas deste grupo preferem ambientes estuarinos, enquanto os juvenis € os sub
adultos migram do estuario para o mar (FORBES; DEMETRIADE, 2005). O ciclo de vida
das espécies do tipo 3 estd restrito as zonas costeiras abrigadas, com salinidade elevada. Ja no

tipo 4, as espécies completam seu ciclo de vida no alto mar (DALL et al., 1990).

Figura 1 - Ciclo de vida dos camardes pertencentes a familia Penaeidae

Ciclo de vida de um
camarao Peneideo

. Yt
manguezal
: i _

Nauplius
adultos

sem escala

Fonte: (GARCIA E LE RESTE, 1987)

———
oceano

Grande parte dos camardes do género Penaeus e Metapenaeus possui o ciclo de vida do
tipo 2, onde as larvas, juvenis e adultos migram do estuario para o alto mar. As larvas e pds-
larvas podem migrar passivamente (correntes marinhas) e ativamente (com movimento
vertical), mas possivelmente ndo nadam contra as correntes. As larvas sdo transportadas
através das correntes, enquanto os juvenis e adultos migram ao acaso pelas correntes
marinhas, nadando contra elas ou através das migragdes bentonicas (DALL et al., 1990;
CRIALES et al., 2005).

Os juvenis de F. indicus, M. monoceros e P. monodon sdo mais abundantes na regido
costeira e estuarina, enquanto os adultos abundam no mar aberto, em regides mais distantes da

costa (TEIKWA; MGAYA, 2003).
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F. indicus tem um ciclo de vida anual. Em Mocambique esta espécie desova entre
agosto a novembro no alto mar (PALHA DE SOUSA; BRITO; HOWEL, 2005). Depois da
eclosdo as larvas desta espécie sdo movidas para as zonas costeiras & medida que se
desenvolvem. Crescem a partir dos estagios pds-larval ao estigio sub-adulto. Com sua
carapaca medindo cerca de 20 mm e peso de 7 a 10 g, migram dos estudrios para o oceano.
Neste local, crescem até cerca de 15 g e o periodo de recrutamento, inicia-se de novembro até
abril (BRITO, 2001).

A espécie M. monoceros tem um ciclo de vida anual semelhante ao de F. indicus. Tem
varios periodos de desova que ocorrem em aguas ocednicas a variadas distancias da costa. As
larvas sdo movidas para as zonas costeiras em areas com baixa profundidade, onde se fixam
as pos-larvas. Nestes locais ocorre o seu desenvolvimento. A migracdo ativa dos locais de
desenvolvimento para o alto mar ocorre na estagdo quente, quando o camardo apresenta cerca
de 10 g. O recrutamento da-se ao longo de todo o ano, apresentando um pico nos meses de
abril e maio (BRITO, 2010). A temperatura e a salinidade parecem estimular o regresso dos

juvenis ao mar, reiniciando o ciclo a partir da sua maturacio (CARPENTER; NIEM, 1998).

1.2. Diversidade e estrutura genética e identificacio molecular

A diversidade genética pode ser explicada pela existéncia de diferentes genotipos numa
populacao (VILA; MALDONADO; WAYNE, 1997). A variabilidade genética é um elemento
importante que confere a populacdo habilidade para adaptagdo a um determinado ambiente
(REYNOLDS; MCGLATHERY; WAYCOTT, 2012). Na auséncia de diferenciacdo genética,
as variagdes genéticas dentro de uma espécie em uma area geografica, podem se estender em
toda sua distribuicdo e o fluxo génico ou migracdes efetivas dentro de uma area geografica
podem ser extensivos e os individuos da espécie podem migrar e acasalar ao acaso sem
restricoes (LAIKRE; PALM; RYMAN, 2005). O conhecimento sobre o fluxo génico e da
estrutura genética entre as populagdes tem importantes implicagdes ndo apenas na ecologia e
biologia evolutiva, mas também para a conservagdo e gestdo da biodiversidade (COWEN;
SPONAUGLE, 2009).

Segundo Fisher (1930), “a taxa de mudanga evolutiva na populagdo ¢ proporcional a

quantidade de diversidade genética disponivel”. A variagdo genética deve ser preservada,
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tanto a curto como em longo prazo porque ela garante a sobrevivéncia das espécies. A
diversidade genética representa o nivel primario da biodiversidade.

A identificagdo acurada de espécies € uma atividade importante que deve ser usada para
uma gestdo sustentada, assim como para o monitoramento das populacdes, sobretudo as de
grande valor econdmico (WARD, 2000; BEERKIRCHER et al., 2009). Neste contexto, a
utilizagdo de marcadores moleculares tem sido empregada com sucesso por varios
pesquisadores devido as inumeras vantagens que eles apresentam (ABREU et al., 2010). Por
exemplo, eles permitem identificar espécies independentemente do seu estagio de vida e nos
casos mais criticos em que um ou mais caracteres do individuo sdo removidos e fica dificil o
seu reconhecimento (DOMINGUEZ; AMORIM; HILSDOREF, 2013). Pascoal et al. (2011)
identificaram o camardo Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei ¢ F. indicus utilizando o
gene ribossomal 16S rRNA. Wu et al. (2011), com base em marcadores mitocondriais,
identificaram uma espécie exotica de peixe: Sailfin Catfish (Pterygoplichthys, Loricariidae)
em Taiwan. Na Nova Zelandia, pesquisadores identificaram uma espécie invasiva Norte
Americana de Daphnia ‘pulex’ usando analises morfologicas e com base no mtDNA COI
(DUGGAN et al., 2012).

Em geral, as pesquisas envolvendo marcadores genéticos sdo escassas em Mogambique,
apesar da sua rica biodiversidade em espécies marinhas, sobretudo de camardes peneideos que

sdo de suma importancia para a economia do pais.

1.3. Importancia dos camardes para Mocambique

Os camardes peneideos constituem um recurso pesqueiro de grande importincia
econdmica mundial tanto para industria pesqueira quanto para a de cultivo (DALL et al.,
1990; CHAN, 1998; LEUNG; ENGLE, 2006; FAO, 2007). Em Mocambique a pesca do
camardo ¢ uma das bases da sua economia, contribuindo com cerca de 13 % da receita de
exportacdo. O setor pesqueiro emprega mais de 90 mil pessoas (pesca, coleta, processamento
e comercializa¢do), das quais 70 mil no setor maritimo e 20 mil na pesca de dgua doce (FAO,
2007). Além de exportar o camardo proveniente de industria pesqueira, Mogambique conta
também com a exportagdo de camardes provenientes de cultivo (FAO, 2007;
ASCLME/SWIOFP 2012). Assim, uma gestao sustentavel deste recurso reveste-se de extrema

importancia para o pais.
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Recentemente, na Baia de Maputo tem sido registrada a presenca de duas espécies de
camardo ndo antes observadas na costa mogambicana. Este fato tem provocado grande
preocupagdo por parte da comunidade local, porque uma das espécies apresenta tamanho bem
reduzido em relagdo as espécies nativas. Além disso, a sua presenca tem sido acompanhada
por uma reduc¢do drastica das espécies locais.

A introdugdo de espécies exoticas com potencial bioinvasor tem sido descrita como
sendo uma das maiores causas para a perda da biodiversidade, e nos casos mais graves pode
levar a extin¢ao de outras espécies presentes no habitat (PEREZ et al., 2003; RODRIGUEZ et
al., 2005; ZHANG; CHEN, 2011; ATES et al., 2013). Esta perda surge como consequéncia
da competi¢do entre as espécies invasoras e as nativas, resultando na substitui¢do destas
ultimas. A predacdo e a hibridacdo sdo também consideradas como um problema causado por
espécies invasoras que podem conduzir a perda da biodiversidade (Pimentel, 2002).

Apesar de sua importancia para a economia do pais, ainda ndo héd estudos sobre o
camardo principalmente em nivel genético. A grande quantidade de informagdo existente
apresenta-se sob a forma de dados de coleta, programas de monitoramento, levantamento de
atividades de pesca do passado, projetos de pesquisa e outros. Um exemplo disso ¢
apresentado na pesquisa levada a cabo por ASCLME/SWOFP (Agulhas and Somali Current
Large Maine Ecosystems Project and Southwest Indian Ocean Fisheries Project, 2012) que
mostrou a existéncia de lacunas de dados cientificos da fauna costeira da regido.

Tanto para o desenvolvimento da aquicultura quanto para a escolha dos locais e
periodos de defeso, hd necessidade da realizacdo de estudos sobre a diversidade genética e a
estrutura populacional. Estes se revestem de informag¢des importantes para o monitoramento
dos recursos pesqueiros que contribuirdo tanto para tragar estratégias no uso sustentavel e
conservagao deste recurso, como na orientagdo em programas direcionados a aquicultura.

Com o aumento do esforco de captura do camardo causado pela crescente
industrializacdo da pesca, tem havido uma forte pressdo sobre os estoques naturais,
conduzindo a uma reducdo dos mesmos. Por outro lado, a gestdo pesqueira do camardo do
Banco de Sofala, regido centro do pais, tem sido realizada de forma separada da Baia de
Maputo. Este fato deve-se a aparente separacdo geografica que sugere que sejam estoques
distintos. Contudo, a dindmica da circulagdo ocednica e o comportamento de dispersao larval
de algumas espécies sugerem que pode estar ocorrendo algum fluxo génico do norte ao sul da
costa mogambicana. Por outro lado, a presenca de espécies exoéticas constitui uma ameaga

para as espécies nativas, sobretudo as de maior valor econdmico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a variabilidade genética das espécies de camardo Fenneropenaeus indicus e
Metapenaeus monoceros e identificar molecularmente as espécies que ocorrem na costa

Mogambicana.

2.2. Objetivos especificos

» Analisar a diversidade e a estrutura genética das espécies F. indicus e M. monoceros da
costa mogambicana
» Identificar as espécies de peneideos ocorrentes na costa mogambicana através do DNA

Barcoding.

2.3. Hipoteses

» Existe estruturagdo genética Norte-Sul ao longo da costa de Mogambique de peneideos,
que justifica 0 manejo separado desses recursos pesqueiros;

Devido a aparente separagdo geografica entre o Banco de Sofala e a Baia de Maputo, que
sugerem que haja estoques distintos de camardes peneideos.

» Nao ha incertezas taxondmicas entre os peneideos que ocorrem na costa mogambicana.

Os peneideos ocorrentes na costa de Mogambique estdo corretamente identificados

taxonomicamente.

O trabalho foi elaborado em capitulos organizados da seguinte forma:

Capitulo 1: “Diversidade e estrutura genética populacional dos camardes peneideos
Fenneropenaeus indicus e Metapenaeus monoceros da Costa de Mocambique baseado no
mtDNA”.

Os principais achados deste capitulo foram: Alta variabilidade genética, auséncia de
estruturacdo populacional e evidéncia de uma recente expansdo populacional para as duas

espécies estudadas.
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Capitulo 2: “Uso do DNA barcoding na identificacio dos camardes peneideos de
importancia comercial da Costa de Mocambique”

Mediante o DNA Barcoding, foi possivel identificar as sete espéceis exploradas
comercialmente em Mocambique, assim como duas provaveis espécies exdticas de camardes
ndo antes descritas na costa de Mogambique. Além disso, sugere-se a ocorréncia de possiveis

espécies cripticas.



CAPITULO1

27
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2. DIVERSIDADE E AUSENCIA DE ESTRUTURA OU CONECTIVIDADE
GENETICA POPULACIONAL DOS CAMAROES PENEIDEOS Fenneropenaeus
indicus E Metapenaeus monoceros DA COSTA DE MOCAMBIQUE BASEADAS NO
mtDNA

Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética e a estrutura populacional das
espécies F. indicus e M. monoceros. Foram coletadas 160 amostras ao longo da costa de
Mocgambique e analisados os genes COI, Cyt b e a regido de controle D-loop. Foi observada
uma elevada diversidade genética, sendo que o D-loop apresentou os valores mais elevados
(F. indicus: Hd=1; h=13; pi=0,0133; M. monoceros: Hd=0,99; h=24; e pi=0,0092). O D-loop
apresentou hapldtipos Unicos, os valores do teste D de Tajima e Fs de Fu foram negativos e
significativos para os genes COI e Cyt b. As curvas de distribuicdo mismatch sugerem que as
duas espécies passaram por uma expansdo populacional recente de 10,397 e 28,418 anos para
F. indicus e M. monoceros, respectivamente. A AMOVA referente aos genes COI e Cyt b
mostrou que mais de 99% da variagdo ocorre dentro das populagdes. Os valores de Fgsr par a
par indicaram ndo estruturacao populacional. A natureza das correntes marinhas ao longo do
canal de Mocambique, bem como a auséncia completa de barreiras fisicas e/ou ambientais
podem ser os principais fatores que influenciam a ndo estruturagdo de F. indicus e M.

monoceros.

Palavras-chave: Variabilidade Genética, Penaeidae, Haplotipos, Expansdao Populacional,

COlI, Cyt b, Dloop.

Abstract

The purpose of this work was to evaluate the genetic diversity and population structure of F.
indicus and M. monoceros. 160 samples were collected along the Mozambican coast. The
genes, COI, Cyt-b, and control region D-loop were analyzed. High genetic diversity was
observed, however D-loop showed the greatest values (F. indicus: Hd=1; h=13, pi=0,0133;
M. monoceros: Hd=0,99; h=24; and pi= 0,0092). D-loop showed unique haplotypes and

Tajima’s D and Fu’s Fs test values were negative and significant for COI and Cyt-b.
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Mismatch distribution suggested population expansion (10,397 - 28,418) years ago for F.
indicus and M. monoceros, respectively. AMOVA results for COI and Cyt-b have shown
more 99% of the variation occurs within the populations. Pairwise Fst values suggested no
population genetic structuring. The marine currents along the Mozambique channel, as well as
the lack of physical and/or environmental barriers, may be the factors influencing the non-

structuring of F. indicus and M. monoceros.

Keywords: Genetic variability, Penaeidae, cryptic species, population expansion, COI,

Cytb, DLoop

2.1. Introducao

A pesca do camardo tem sido considerada um dos pilares da enconomia nacional de
Mogambique, sendo que as espécies mais comuns sdo: Penaeus monodon (“Giant Tiger
prawn”), Melicertus latisulcatus (“Western King prawn”), Metapenaeus monoceros
(“Speckled shrimp”), Marsupenaeus japonicus (“Kuruma prawn”), Fenneropenaeus
indicus (“Indian White prawn”) e Penaeus semisulcatus (“Green Tiger prawn”). Dados
recentes de pesca mostraram predominancia de F. indicus € M. monoceros, provavelmente
por serem as espécies mais abundantes dentro dos grupos dos peneideos existentes nesta
regido (RONNBACK et al., 2002). No entanto, atualmente as duas espécies parecem se
encontrar ameagadas em Mogambique. Os dados de pesca t€ém mostrado um declinio na
pesca ao longo da costa mocambicana, principalmente devido a super-explotagdo
(MINISTERIO DA PESCA DA REPUBLICA DE MOCAMBIQUE, 2012).

Os camardes peneideos compreendem um grupo diverso de espécies que habitam
ambientes estuarinos (DE CROOS; PALSSON, 2010), distribuidas em regides tropicais e
subtropicais (DALL et al., 1990; CHAN, 1998). Possuem uma importincia econdmica
mundial tanto na industria pesqueira como na aquicultura. Porém, muitas espécies encontram-
se sobre-explotadas nas regides onde elas ocorrem (DE CROSS; PALSSON, 2011;
MINISTERIO DAS PESCAS DA REPUBLICA DE MOCAMBIQUE, 2012) e as
consequéncias genéticas sobre suas populagdes sdo pouco conhecidas. E bem sabido que a
diversidade genética constitui uma base para futuras adaptacdes das espécies e para a

flexibilidade evolutiva em resposta as mudancas das condi¢des ambientais. A avaliagdo da
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diversidade genética pode ser um passo crucial para uma gestao sustentdvel e conservacao das
populagdes.

Muitas espécies marinhas, incluindo os peneideos, possuem grandes populagdes que
passam por estagios larvais pelagicos. O grande tamanho populacional pode ser uma das
caracteristicas responsaveis para a conectividade destas populagdes numa larga escala
espacial (COUCEIRO et al., 2007).

O ciclo de vida dos membros da familia Penaeidae envolve larvas plantonicas com uma
variedade de fases desde naupliu, protozoea, mysis e pos-larva, seguido pelos estagios juvenis
e adultos. Devido a estes diferentes estdgios, os peneideos ocupam diferentes habitats e a
migra¢do ¢ um componente necessario no seu ciclo de vida (MACIE, 2004). Estudos destes
camardes demonstraram que eles apresentam diferentes padrdes de migragdo nos quais as
larvas e pos-larvas migram das areas de desova para os viveiros (bergarios) e os juvenis dos
viveiros para o mar aberto (DALL et al., 1990). No entanto a dispersdo das larvas pode ser
afetada por diferentes fatores que incluem gradiente de temperatura (abaixo de 15°C),
correntes e profundezas oceanicas que podem restringir a dispersao das larvas, dando origem
a populagdes estruturadas (DALL et al., 1990).

Devido a uma aparente separacdo geografica entre o Banco de Sofala (regido centro de
Mogambique) e a Baia de Maputo (regido sul do pais), que sugerem que haja estoques
distintos de camardes peneideos, a gestdo pesqueira tem sido realizada de forma separada
nestas duas areas. No entanto, a dindmica da circulagdo oceanica e a dispersao larval sugerem
que algum fluxo génico pode estar ocorrendo da dire¢do norte para o sul da costa de
Mogambique.

F. indicus ¢ uma espécie euritérmica e eurihalina tolerando uma ampla variagdo de
temperatura e salinidade (DEL MUNDO, 2000). Apesar de ocorrer em profundidades de até
90 m, ¢ mais comumente encontrado em areas costeiras rasas com 30 m de profundidade. Os
juvenis desta espécie sdo mais abundantes em regides costeiras e estuarinas, enquanto que os
adultos sdo usualmente encontrados em mar aberto, em arecas mais distantes da costa
(TEIKWA; MGAYA, 2003).

M. monoceros apesar de ser uma espécie marinha, pode também ser encontrada em agua
salobra e agua doce. Os juvenis desta espécie sdo abundantes em fundos lodosos ao longo da
costa, enquanto que os adultos podem ser encontrados tanto em fundos lodosos como
arenosos (SUDHAKARA; RADHAKRISHNAN; JOSE, 2013).

Nas duas espécies, a dispersdo larval peldgica pode desempenhar um papel importante

na homogeneizagao genética entre as populacdes. O conhecimento de qudo diversa ¢ uma
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populacdo e de como se encontra distribuida a variacdo genética entre as populacdes ¢ uma
ferramenta poderosa para uma gestdo eficiente das espécies que se encontram sobre-
explotadas. Apesar da grande importancia econdmica que os peneideos possuem para
Mogambique, ndo existem trabalhos na literatura cientifica sobre aspectos genéticos. Deste
modo, este ¢ o primeiro trabalho direcionado ao estudo da diversidade e estrutura genética das
populagdes F. indicus e M. monoceros que sera muito util para as politicas de conservagdo em
longo prazo e para a gestdo da pesca dessas duas espécies de camardo mais importantes da

costa de Mogambique.

2.2. Material e Métodos

Um total de 160 amostras (80 de F. indicus ¢ 80 de M. monoceros) foram coletadas
ao longo da costa de Mogambique nos principais centros de pesca da Baia de Maputo e do
Banco de Sofala, Zambézia, e Angoche (Tabela 3, Figura 2) nos seguintes periodos: julho
de 2010, abril a junho de 2011 e junho de 2012. Um pedago de tecido muscular
(aproximadamente 1,5 cm?®) foi retirado, imediatamente conservado em etanol a 95% e
mantido a uma temperatura de 4°C até a extragdo do DNA, que foi conduzida pelo método

descrito por Sambrook; Fritsh (1989).

Tabela 3 - Numeros de individuos, espécies analisadas, local da coleta e coordenadas

geograficas dos pontos de coleta.

n Espécie Localidade Coordenadas Geograficas

20 F. indicus Maputo (S) 26° 11° 307  (E)32*45° 307
20 M. monoceros ” ” ”

20 F. indicus Sofala (S) 19°50° 29,3  (E) 34°54° 10,3
20 M. monoceros ” 7 7

20 F. indicus Quelimane (S) 17°47° 100’ (E)37°11° 115>
20 M. monoceros ” ” ”

20 F. indicus Angoche (S)16°07° 7,27  (E) 34°49’ 47,2
20 M. monoceros ” ” «
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Figura 2 - Mapa de Mogambique indicando os pontos de coleta para as duas espécies

analisadas
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Trés regides do mtDNA: Citocromo Oxidase ¢ subunidade I (COI), Citocromo b e a
regido de controle (D-Loop) foram amplificadas usando os oligonucleotideos desenvolvidos
por Marques et al (in prep). Um segmento COI com 780 pb foi amplificado de acordo com as
seguintes condi¢des: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 55
segundos e 72°C por 1 minuto seguidos de 72°C por 30 minutos de extensao final.

Para o gene Cyt-b com 561 pb, foram obedecidas as seguintes condig¢des de
amplificacdo: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C por 55
segundos, e 72°C por 45 segundos, seguidos de 72°C por 10 minutos de extensio final.

Para a regido de controle D-Loop, com 932 pb, as seguintes condi¢des de amplificagao
foram obedecidas: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 55

segundos, ¢ 72°C por 1 minuto, seguidos de 72°C por 30 minutos de extensdo final. As
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reagdes de amplificacdo para os trés /oci encontram-se descritas na Tabela 4. Todas as reagdes

de amplificagdo foram conduzidas no termociclador (Applied Biosystems; veritiTM 96 well).

Tabela 4 - Condicdes de amplificacdo para os trés regides do mtDNA analisados

Gene Reagente Unidades Volume final = 30pl
H20 MilliQ 17,3ul
Buffer 10X 3,0ul
Mgcl, 2,5mM 2,4 ul
CO1 dNTP 2,5mM 2,4l
P. Forward 10 pmoles 0,9ul
P.reverse 10pmoles 0,9ul
Taq platinum 1 0,1ul
DNA 50ng/pl 3,0ul
H20 MilliQ 18,8ul
Buffer 10X 3,0ul
Mgcl, 2,5mM 2,4 ul
Cytb  dNTP 2,5mM 2,4l
P. Forward 10 pmoles 0,9ul
P.reverse 10pmoles 0,9ul
Taq platinum 1 0,1ul
DNA 50ng/pl 1,5ul
H20 MilliQ 16,1ul
Buffer 10X 3,0ul
Mgcl, 2,5mM 2,4ul
Dloop  dNTP 2,5mM 2,4ul
P. Forward 10 pmoles 1,5ul
P.reverse 10pmoles 1,5ul
Taq platinum 1 0,1ul
DNA 50ng/pl 3,0ul
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Os fragmentos foram sequenciados no sentido forward na Macrogen Inc. (ABI 3730 XL
Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas usando o software
ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBRON,1994), implementado no programa Geneious
R6 (KEARSE et al., 2012). O niimero dos sitios polimoérficos (S), nimero de haplétipos (h),
diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (Hi), nimero médio de diferencas
nucleotidicas (K), o teste D de Tajima (D) e teste (Fs) de Fu, foram calculados no DnaSP 5.10
(LIBRADO; ROZAS, 2009). A analise das curvas de distribuicdo mismatch foi realizada no
DnaSP 5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009) e a soma dos desvios dos quadrados (SSD) foi
obtida no ARLEQIN 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005). O tempo de expansao
populacional para o gene COI foi calculado com base na formula t =2 p t onde t € o tempo
em geracdes; | € a taxa de mutagdo por sequéncia e por geragao (ROGERS; HARPENDING,
1992). A taxa de mutagdo considerada foi p =1.5% por milhdo de anos (BALDWIN et al.,
1998). Os valores de Tau foram calculados no DnaSP Ver. 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS,
2009), considerando 1 ano como tempo de geragio (DE CROOS; PALSSON, 2010).

Para testar a hipdtese da estrutura genética, os valores de Fsr par a par (p<0,05; 1023
permutacdes) e analise da variancia molecular (AMOVA; EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992) foram estimadas no programa ARLEQIN 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER, 2005). A rede de haplétipos foi construida usando Network 4.5.1.6
(BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999).

2.3. Resultados

As sequéncias de todos os individuos analisados foram depositadas no Genbank,
(Tabela 5), (Anexo D e E). Sequéncias da regido de controle D-Loop obtidas de F. indicus e
de M. monoceros apresentaram praticamente hapldtipos unicos (Tabela 6). De uma forma
geral, a regido D-loop apresentou valores elevados em todos os parametros analisados: Hd=1
para F. indicus e Hd=0,99 para M. monoceros. O gene COI apresentou valores mais baixos
em alguns parametros: Hd=0,806 para F. indicus e Hd=0,638 para M. monoceros (Tabela 6).
No anexo B sdo apresentados os numeros de individuos analisados por localidade e por regido

do mtDNA avaliada.

Tabela 5 - Nome da espécie, genes analisados e os respectivos nimero do GenBank
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Espécie Gene Numero do GenBank
Fenneropenaeus indicus COl KP688355-KP688365

" " col KP970362-KP970418

" " col KP297902-KP297906

" " col KM508834-KM508837

" " Cytb KP970419-KP970458

" " Dloop KP970509-KP970521
Metapenaeus monoceros COl KP970302-KP970361

" " col KM508839-KM508843

" ! col KP297907-KP297911

" ! Cytb KP970459-KP970508

" " Dloop KP970522-kp970549

Tabela 6 - Dados do polimorfismo e valores do teste de neutralidade para todos os genes

analisados e para as duas espécies analisada F. indicus e M. monoceros

Espécies Locus N pb s h Hd Pi k D Fs
Dloop 13 932 52 13 1 0,0133 12,37 -1,237 -4,852
F. indicus COI 77 760 58 39 0,806 0,0024 1,91 -2,78%* )
54,02*
Cytb 40 561 45 24 0,826 10,0011 2,776 -2,66* )
20,801
Dloop 25 925 49 24099 0,0092 8,51 -1,325 -16,65
M. -
COI 70 780 147 17 0,638 0,0067 5,23 -1,15%
monoceros 2,88*
Cytb 50 573 26 15 0,51 0,0031 1,77 -2,32* -8,139

(N) numero de sequencias, (pb) numero de pares de bases, (S) sitios polimoérficos, (h) nimero de haplétipos,
(Hd) diversidade haplotipica, (Pi) diversidade nucleotidica, (k) nimero médio de diferengas nucleotidicas, (D) D
de Tajima e (Fs) teste estatistico de Fu. (*) Indica os valores de D significativos.

Os testes D de Tajima e Fs de Fu para as duas espécies resultaram em valores

negativos e significantes para os genes COI e Cyt b. As curvas de distribui¢do mismatch,

para ambas as espécies e para os genes COI e Cyt b, apresentaram uma distribui¢do

unimodal. A soma dos desvios dos quadrados (SSD) sugeriu que ambas as espécies

passaram por uma recente expansdo populacional. A Figura 3 mostra a curva de

distribuicdo mismatch para F. indicus referente ao gene COI e a Figura 4, a curva de

distruibui¢do mismatch para M. monoceros também para o gene COI. Os valores de Tau (1)
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foram 0,665 para F. indicus e 0,678 para M. monoceros. O periodo de expansdo

populacional foi de 10,307 e 28,418 anos passados para F. indicus € M. monoceros,

respectivamente.

Figura 3 - Grafico da curva de distribuicdo das diferencas (mismatch distribution) para

espécie F. indicus e gene COI, indicando os valores da soma dos desvios dos quadrados e o

respectivo valor de p.
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Figura 4 - Grafico da curva de distribuicdo das diferencas (mismatch distribution) para

espécie M. monoceros e gene COI, indicando os valores da soma dos desvios dos quadrados e

o respectivo valor de p.
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Os valores de Fgr par a par em todos os genes avaliados e para as duas espécies sugerem

auséncia de estruturagdo populacional. A Tabela 7 apresenta a matriz dos valores de Fgsr

usando a distancia par a par para a especie F. indicus e gene COIL. Os resultados da AMOVA

para todos os /oci mostraram que mais de 99% da variacdo ocorre dentro das populagdes. A

Tabela 8 apresenta os valores da AMOVA para a espécie F. indicus ¢ gene COIL. O valor

global do Fsr foi 0 (p < 0,05) para as duas espécies.

Tabela 7 - Matriz dos valores Fsr usando a distancia par a par (diagonal inferior) e os seus

valores de P (diagonal superior) para o gene COI na espécie F. indicus para o nivel de

significancia de 0,05

Populacio Angoche

Beira

Maputo

Quelimane

Angoche .

0.00322
Beira

-0.01125
Maputo

0.01290
Quelimane

0.37838+-0.0297 0.82883+-0.0379

*

-0.00732

-0.01034

0.76577+-0.0390

*

-0.00673

0.79279+-0.0298

0.11712+-0.0273

0.90991+-0.0214

Tabela 8 - Resultados da Analise de Varidncia Molecular para o Gene COI na espécie F.

indicus.
Fonte de Indice de
Grupos Variagao % de variagao fixagdo Valores de P
Entre os -1.23 Fer 1.00000+-0.00000
Grupos -0.01227
Entre pop.
A dentro 0.40 Fsc 0.87195+-0.01058
Grupos 0.00394
Dentro das Fst 0.86901+-0.01306
populagdes 100.83 -0.00828
Entre os -0.72 Fer 0.84262+-0.01171
Grupos -0.00723
Entre pop.
B dentro -0.05 Fsc 0.92962+-0.00836
Grupos -0.00048
Dentro das Fst 0.87781+-0.01008
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populacdes 100.77 -0.00771
Entre os -0.53 Fer 0.67742+-0.01345
Grupos -0.00528
Entre pop.
C dentro -0.14 Fsc 0.77517+-0.01361
Grupos -0.00138
Dentro das 100.67 Fst 0.88074+-0.00806
populacdes -0.00667

Agrupamentos: (A) (Maputo + Sofala), Angoche e Quelimane, (B) (Maputo + Quelimane), Beira e Angoche, (C)
(Maputo + Angoche) e Beira e Quelimane.

O teste de mantel mostrou correlagdo positiva entre a distdncia geografica e a genética

para ambas as espécies, mas os valores ndo foram significativos para os trés /oci analisados. O

anexo B mostra os resultados do teste de mantel para a espécie F. indicus.

As redes de haplotipos para o gene COI e gene Cyt b apresentaram uma estrutura em

forma de estrela, sugerindo mais uma vez que as duas espécies podem ter passado por uma

expansdo populacional recente (Figuras 5, 6, 7 e 8). A rede de haplotipos referente a regido de

controle D-loop ndo apresentou nenhuma forma definida, ndo sendo informativa (Anexo F e

Q).

Figura 5 - Rede de haplétipos obtida a partir das sequéncias do COI na espécie F. indicus.
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As cores representam os diferentes locais de coleta ao longo da costa de Mogambique e encontram-se
distribuidas da seguinte forma: amarelo Angoche, azul Quelimane, verde Sofala e rosa Maputo.



Figura 6 - Rede de hapl6tipos obtida a partir das sequéncias do Cyt b na espécie F. indicus
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As cores representam os diferentes locais de coleta ao longo da costa de Mogambique e encontram-se

distribuidas da seguinte forma: amarelo Angoche, azul Quelimane, verde Sofala e rosa Maputo.

Figura 7 - Rede de haplotipos obtida a partir das sequéncias do COI para a espécie M.

monoceros

As cores representam os diferentes locais de coleta ao longo da costa de Mogambique e encontram-se

distribuidas da seguinte forma: amarelo Angoche, azul Quelimane, verde Sofala e rosa Maputo.



40

Figura 8 - Rede de hapldtipos obtida a partir das sequéncias do Cyt b para a espécie M.

monoceros
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As cores representam os diferentes locais de coleta ao longo da costa de Mogambique e encontram-se
distribuidas da seguinte forma: amarelo Angoche, azul Quelimane, verde Sofala e rosa Maputo.

2.4. Discussao

As analises do polimorfismo do DNA mitocondrial t€ém sido empregadas para avaliar a
diferenciagdo populacional intra e interespecifica, a estrutura e as relagdes filogenéticas em
algumas populagdes de camardes peneideos (BENZIE, 2000; LAVERY et al., 2004; DE
CROSS; PALSSON, 2010). Estudos da diversidade genética e diferenciagdo geografica de
organismos marinhos sdo cruciais para o desenvolvimento de programas para uma gestao
sustentavel (AVISE, 1994). A diversidade nucleotidica combinada com uma alta diversidade
haplotipica causada pelas novas mutacdes tem sido atribuida a uma populacao que passou por
um gargalo genético seguido de uma expansao populacional (AVISE; NEIGEL; ARNOLD,
1984).
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O principal achado neste trabalho foi uma alta variagdo do mtDNA nos /loci analisados.
Apesar dos trés marcadores avaliados terem apresentado uma alta diversidade o D-loop foi o
que apresentou maiores valores em todos os pardmetros avaliados quando comparado com o
gene COI e Cyt b (Tabela 6). Varios estudos com camardes peneideos tém mostrado que ¢
comum o D-loop apresentar uma diversidade genética elevada (MCMILLEN-JACKSON;
Bert, 2004; TZENG, 2007, DUMONT, L.; HWANG; MACLEAN, 2009). KHEDKAR et al.
(2013) observaram um alto nivel de diversidade genética baseado no D-loop na espécie P.
monodon da oriental da India. Esse resultado ndo difere dos encontrados no presente estudo.
Nao ¢ de se surpreender encontrar uma alta diversidade genética no D-loop, uma vez que esta
regido do mtDNA apresenta elevados niveis de mutacdo. Além disso, ja foi demonstrado que
esta regido ¢ a mais variavel em vertebrados e invertebrados (SIMON, 1991).

MUNASINGHE (2014) usando o Dloop encontrou elevados valores de diversidade
haplotipica e diversidade nucleotidica no estudo que conduziu sobre a diversidade genética de
Penaeus monodon da regido oriental e ocidental de Sri Lanka. KHAMNAMTING et al.
(2009), baseados no gene COI, analisaram a diversidade genética e a variacdo geografica de P.
monodon da costa tailandesa e encontraram uma alta variabilidade. Os resultados encontrados
por estes dois pesquisadores ndo diferem dos encontrados no presente trabalho em relagdo ao
gene COI. No entanto, a variabilidade genética com base no gene COI apresentou valores
inferiores aos encontrados para a regido D-loop. Este resultado pode ser justificado pelo fato
do gene COI ser um gene mais conservado em relagcdo ao D-loop, porém ele apresenta uma
regido variavel que exibe diversidade suficiente para sua aplicacdo em andlises de populagdes
(DE FRANCISCO; GALETTI, 2005; VASEEHARAN et al., 2013).

Os testes D de Tajima e Fs de Fu sdo sensiveis a fatores como gargalo genético, quando
os valores de D e Fs sdo positivos, e para expansao populacional, quando os valores de D e Fs
sdo negativos (TAJIMA, 1996). Os testes de neutralidade apresentaram um resultado negativo
e significativo para os genes COI e Cyt b em ambas as espécies analisadas, sugerindo uma
recente expansdo populacional. A curva de distribuicdo mismatch, ndo apresentou desvios
significativos em relacdo aos valores esperados dos observados, assumindo assim a hipotese
nula de uma expansao populacional.

De Cross; Palsson (2010) estudaram a diversidade genética e a estrutura populacional de
F. indicus baseados no gene COI, e observaram um padrdo unimodal consistente com uma
expansdo populacional. Em 2011, estes mesmos autores avaliaram a diversidade genética de
duas populagdes de Parapenaeopsis coromandelica, em Sri Lanka, obtendo uma curva de

distribuicdo mismatch unimodal idéntica a encontrada no presente trabalho. Grande parte dos
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trabalhos com peneideos que se referem a estudos demograficos populacionais (MCMILLEN-
JACKSON; BERT, 2004; TZENG, 2007; LI et al., 2009; IMAI et al., 2013) apontam para uma
recente expansao populacional que coincide com a era da glaciacdo. Segundo Dall et al. (1990)
os peneideos ndo suportam temperaturas abaixo de 15° C. Este fato sugere que os peneideos de
passaram por um periodo de gargalo genético que possivelmente tenha sido causado pelas
baixas temperaturas que existiram nessa época, seguido de uma expansdo populacional apos a
era de glaciagdo. No entanto no que respeita a F. indicus em que a sua expansdo de seu a
28,418 esta ocorreu na era interglacial.

Os resultados da AMOVA para os trés loci analisados demostraram uma auséncia de
estruturacdo genética populacional. Este resultado foi também evidenciado pelas redes de
haplétipos que se apresentaram em forma de estrela, tipico de uma populacdo em expansao.
Estes resultados diferem dos observados por De Croos; Palsson (2010) cujo trabalho baseado
no gene COI resultou numa ligeira diferenciacdo da espécie F. indicus a partir de distancias de
130 km. Os mesmos autores em 2011, baseados no COI, observaram uma estruturacao entre
duas populagdes de Parapenaeopsis coromandelica existentes em duas regides vizinhas em Sri
Lanka. Segundo estes autores a diferenciacdo por eles encontrada se deveu a uma grande
intensidade de pesca. No caso das espécies de Mocambique, embora estejam a passar por
ameagas devido a presenc¢a de duas espécies exoticas (Simbine, 2015 dados ndo publicados) de
camardo e a super-explotacao (Ministério das Pescas da Republica de Mocambique, 2012),
ainda ndo apresentam evidéncia genética de diferenciacdo populacional, possivelmente devido
aos periodos de defeso estipulados com vista a uma gestao sustentavel.

Um estudo feito por MKARE (2013) para avaliar a diversidade genética das espécies F.
indicus, M. monoceros e P. monodon oriundas da costa queniana, baseado no D-loop e
microssatélites, resultou na auséncia de diferenciacdo populacional de todas as espécies
analisadas. Nao ¢ de surpreender o achado deste autor, uma vez que a costa queniana, tal como
a costa de Mogambique, estdo proximas uma da outra e partilham o oceano Indico. Ambas nio
apresentam barreiras fisicas que possam impedir o fluxo génico das populagdes de camarao
habitantes nesta area.

A falta de estruturagdo das populacdes das espécies avaliadas pode ser resultante da
natureza das correntes marinhas que se observam no Canal de Mogambique. Este ¢
caracterizado por um ambiente dindmico, com fortes fendmenos de mesoescala, incluindo
redemoinhos ciclonicos e anticiclonicos que influenciam todos os componentes bioldgicos dos
ecossistemas pelagicos (TERNON et al., 2014; LAMONT et al., 2014). Sua forma geografica

particular e localizacdo tornam o Canal de Mog¢ambique muito especifico em termos de
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circulagdo oceanica e ¢ considerada uma das areas mais turbulentas no mundo (TERNON et
al., 2014). Estes fendmenos sdo agravados pela auséncia de barreiras geograficas (MKARE,
2013) que poderiam impedir a dispersdo dos camardes de uma regido para outra resultando em
estruturagao.

As populagdes das espécies F. indicus e M. monoceros ndo apresentaram estruturacao
genética, possuem uma alta variabilidade genética, podendo ser utilizadas inclusive para

aquicultura. Ambas as espécies passaram por uma recente expansao populacional.

O trabalho mostrou que os camardes F. indicus € M. monoceros, do ponto de vista da
conservagdo apresentam um Unico banco genético ao longo da costa de Mogambique,
contradizendo a hipdtese de ocorréncia da estruturacdo genética para essas espécies. No
entando, seria interessante fazer um estudo complementar utilizando marcadores de mutagao
rapida como, por exemplo, os microssatélites e /ou SNPs. Com estes marcadores pode ser que

se consiga encontrar alguma diferenciagdo mais recente destas espécies
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3. USO DO DNA BARCODING NA IDENTIFICACAO DOS CAMAROES
PENEIDEOS DE IMPORTANCIA COMERCIAL DA COSTA DE MOCAMBIQUE

Resumo

O DNA Barcoding ¢ considerado uma excelente ferramenta para identificagdo rapida de
espécies. Neste trabalho, o DNA Barcoding foi utilizado sequenciando o gene Cytocromo
Oxidase ¢ subunidade I para identificar nove espécies nominais de peneideos da costa
mocambicana. Um total de 69 amostras foi coletado na Baia de Maputo. A arvore de distancia
genética agrupou as espécies, no entanto, seis espécies apresentaram dois clados com relagao
ao lugar de origem, sugerindo a presenga de duas linhagens. A distancia genética
intraespecifica variou de 0 a 8,636 e a distancia interespecifica variou de 3,897 a 21,558. A
analise da distribui¢do de distancia para o vizinho mais préximo variou de 3,897 a 18,971.
Pela primeira vez foi feita a identificagdo molecular com base no DNA Barcoding de
camardes da costa de Mocambique. Esta se mostrou eficiente na identificagdo das espécies
dos peneideos desta costa e foram encontradas duas linhagens em seis espécies que

possivelmente sdo espécies cripticas.

Palavras-chave: Penaeidae, taxonomia, COI, analise molecular, Barcode gap, mtDNA

Abstract

DNA Barcoding is considered an excellent tool for rapid species identification. In this work,
DNA barcoding was used sequencing the Cytochrome c¢ oxidase subunit I gene (COI) to
identify nine nominal penaeids species from the Mozambican coast. A total of 69 samples
were collected from Maputo Bay in Mozambique coast. The neighbour-joining (NJ) distance
grouped correctly almost all species, nevertheless six species presented two clades in relation
to the origin place, suggesting the presence of different lineages. The intraspecific distance
ranged from (0, 0 to 8,636) and the interspecific distance varied from (3.897 to 21.558). The
comparation of Nearest Neighbour distribution distance ranged from (3, 897 to 18.971). This

study comprises the first molecular DNA Barconding performed in Mozambican shrimp using
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COI, which was efficient in identifying penaeid species from this coast and there was found

two differents lineages with are possible cryptic species.

Keywords: Penaeidae, DNA barcoding, COI, Cryptic Species, mtDNA

3.1. Introducao

A identificagdo acurada de espécies ¢ uma atividade importante que deve ser usada para
uma gestdo sustentada assim como monitoramento das populacdes, sobretudo as de grande
valor economico (WARD, 2000; BEERKIRCHER et al., 2009).

A diversidade dos seres vivos € um dos aspectos mais marcantes do globo terrestre.
Estimativas recentes indicam a existéncia de cerca de 8,7 milhdes de espécies no mundo, das
quais 2,2 sdo espécies marinhas e as restantes terrestres (MORA et al., 2011). Segundo estes
autores, cerca de 90% das espécies terrestres € 91% das espéces oceanicas ainda ndo foram
descritas. Para responder a esta grande lacuna, faz-se necessario um grande esforco por parte
da comunidade cientifica. No entanto, a identificacdo de espécies ndo ¢ uma tarefa facil, pois
exige pessoal especializado. Dentro da rotina da classificagdo taxondmica, sdo conhecidas
quatro principais limitagdes: 1) Erros de identificagdo que podem surgir devido a plasticidade
fenotipica assim como a variabilidade genética dos caracteres que sdo empregados para o
reconhecimento de espécies; 2) A presenca de espécies morfologicamente cripticas pode
conduzir a erros de identificacdo; 3) muitas vezes as chaves morfoldgicas sdo eficientes
somente para um estagio do ciclo de vida dificultando a identificagdo de muitos individuos; 4)
o uso de chaves de identificagdo requer um especialista para ndo comprometer o trabalho.
Segundo Seberg (2004), seriam necessarios cerca de 940 anos para descrever as espécies
existentes no mundo. A escassez de taxonomistas para os varios grupos de organismos no
mundo conduziram a necessidade de se criar uma nova abordagem de identificacdo dos
organismos. Neste contexto, Hebert et al. (2003) propuseram o uso de um pequeno fragmento
do gene mitocondrial COI, como uma ferramenta confidvel, de andlise relativamente rapida e
de baixo custo para identificagdo das espécies pertencentes ao reino animal, o chamado DNA
barcoding ou “codigo de barras do DNA”. Esta técnica consiste no uso de um pequeno
fragmento do mtDNA, a subunidade ¢ do Citocromo oxidase I (COI) como uma regido padrao
para identificar espécies. Sequéncias do DNA de espécies desconhecidas podem ser

comparadas com outras existentes numa base de dados “Bold system” para sua identificacao
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(HEBERT et al., 2003). Apesar da grande utilidade e eficiéncia que o DNA barcoding
apresenta na identificacio de espécies, alguns problemas podem ser encontrados
principalmente quando se usa primers universais. Um exemplo disso é a presenga de
pseudogenes que sdo copias ndo funcionais do mtDNA no nucleo, que t€m sido encontradas
em grande clados de organismos eucarioticos. Estes podem ser coamplificados com o mtDNA
conduzindo a um erro na analise (SONG et al., 2008; BUHAY, 2009).

O DNA barcoding ¢ considerado uma excelente ferramenta para diferenciar espécies
dentro de um grupo quando a variagdo interespecifica ¢ maior que a intraespecifica, sendo
essa diferenca comummente chamada de barcode gap (WIEMERS; FIELLDER, 2007). O
primeiro trabalho que testou a aplicabilidade do método do DNA barcoding com base no gene
COI para a identificagdo de crusticeos foi desenvolvido por COSTA et al. (2007), onde
verificaram a eficiéncia desta ferramenta. Porém, ressaltaram a necessidade de se
depositarem sequéncias no Bold System, pertencentes as 849 familias de crusticeos, para a
parametrizacao do perfil ordinal do Subfilo (COSTA et al.,2007). Tendo em conta o grande
namero de familias existentes de crustaceos, sdo relativamente poucos os trabalhos usando o
DNA barcoding na identificacdo destas familias (LEFEBURE et al., 2006; COSTA et al.,
2007; KUMAR et al., 2012).

No grupo dos camardes Peneideos existe um grande numero de espécies
comercialmente importantes que habita maioritariamente regides tropicais e subtropicais em
aguas costeiras e rasas (DALL et al.,1990; CHAN, 1998). Ao longo da costa leste africana,
partindo do rio Rovuma situado na regido norte de Mogambique ao rio Kei situado na Africa
do Sul, foram identificados nove géneros desta familia. A maioria encontra-se na plataforma
continental em profundidades que variam de 5 a 70 m. Devido ao seu habitat, eles sdo
vulneraveis a pesca de arrasto. Deste modo fazem parte das espécies comerciais mais
importantes (FORBES; DEMETRIADES, 2005). Em Mocambique, os camardes peneideos
sdo muito importantantes para sua economia e dentre as cerca de 20 espécies existentes no
pais (FISHER et al., 1990), as mais frequentes sdo: Penaeus monodon (camardo tigre
gigante), Melicertus latisulcatus (camardo real), Metapenaeus monoceros (camardo castanho),
Marsupenaeus japonicus (camardo flor), Fenneropenaeus indicus (camardo branco) e
Penaeus semisulcatus (camardo tigre). Dentre estas, as espécies F. indicus e M. monoceros
sdo as mais abundantes e, por conseguinte as mais importantes economicamente.

Recentemente tem sido registrada a presenca de duas espécies de camardo ndo antes
observadas na costa Mogambicana, cuja identificagdo ndo foi realizada até o momento. Este

fato tem provocado grande insatisfagdo por parte da comunidade, uma vez que uma delas (a
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primeira) apresenta tamanhos reduzidos em relacdo as espécies nativas de interesse comercial,
embora a segunda apresente tamanhos aceitaveis quando comparada com as espécies nativas,
esta, por ser pouco conhecida dentro da comunidade local, tem tido pouca aceitagdo
comercial. O objetivo deste trabalho foi identificar as espécies nativas de importancia
comercial em Mocambique incluindo as duas espécies exoticas, usando a ferramenta DNA

barcoding que se baseia no gene citocromo c oxidase subunidade I (COI).

3.2. Material e Métodos

Um total de 69 amostras foram colectadas ao longo da Baia de Maputo (Figura 9 a e b),
no periodo de julho de 2010, abril a junho de 2011 e junho de 2012, sendo distribuidas pelas
seguintes espécies: Metapenaeus monoceros (n=10), Fenneropenaeus indicus (n=12),
Penaeus monodon (n=6), Penaeus semisulcatus (n=9), Melicertus latisulcatus (n=6),
Marsupenaeus japonicus (n=6), Metapenaeus stebbingi (n=7), primeira espécie exotica (n=7)

e segunda espécie exodtica (n=7).

Figura 9 — Mapa da baia de Maputo e de Mogambique
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(a) Baia de Maputo. O ponto indicado no mapa se refere ao local de amostragem (S) 26° 11° 30”* (E) 32° 45°
30°’; (b) Mogambique.



49

Nas duas espécies exoOticas a analise morfoldgica foi realizada por dois grupos de
taxonomistas de diferentes institui¢des, Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ, RJ,
Brasil), e do Central Institute of Marine Fisheries Research (Kerala, Kochi-India). Para a
analise morfologica (DALL et al., 1990; PEREZ FARFANTE; KENSLEY, 1997;
SUDHAKARA; RADHAKRISHNAN; JOSE, 2013) foram utilizados cinco individuos
(macho e fémea) de cada espécie, ¢ fez-se uma comparagio entre os camardes da India e
Mogambique. Vouchers foram depositados na cole¢do crustaceos do Laboratério de Genética
Pesqueira e da Conservacao (LGPESC, UERJ, RJ, Brasil), sob os nimeros (LGP1503, LGP
1504 e LGP1505). As demais espécies foram analisadas morfologicamente na Universidade
do Estado do Rio de Janeiro.

Um pedago de tecido muscular (aproximadamente 1,5 cm?) foi extraido e
imediatamente conservado em etanol a 95%, mantido a uma temperatura de 4° C até a
extracdo do DNA. Esta foi conduzida usando-se o método descrito por Sambrook; Fritsh
(1989). Os primers foram descritos por Marques et al., (in prep). Um segmento de 598 pb do
citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI), foi amplificado nas seguintes condi¢des: Para um
volume final de 30 pl, adicionou-se 3 pl de Buffer a 10 X, 1,5 ul de MgCl, a 2,5 mM, 2.4 ul
de ANTP a 2,5 mM, 0,9 ul de cada primer (forward e reverse) a 10 pmol, 1 unidade de Taq
DNA Platinum (Invitrogen) e 3 pl de DNA a 50 ng/ul. A amplificagdo foi levada a cabo no
termociclador (Appled Biosystems; veriti' " 96 well) com o seguinte protocolo: 94°C por 5
minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 51°C por 55 segundos e 72°C por 1 minuto,
seguidos de 72°C por 30 minutos de extensdo final.

Para testar a qualidade da amplificacdo, correu-se um gel de agarose a 1% em TBE a 1X
durante 50 minutos a 100 volts e 300mA. O gel foi depois corado com gel red para
visualiza¢dao do fragmento amplificado. A purificacdo foi levada a cabo segundo o protocolo
de polietilenoglicol-PEG8000 (LIS, 1980). Os fragmentos foram sequenciados na Macrogen
Inc. com os mesmos primers usados na amplificagao.

Para a identificagdo das espécies de peneideos de Mogambique, foram baixadas 30
sequéncias do GenBank de camardes peneideos pertencentes ao gene COI, tendo o cuidado de
verificar a origem dos espécimes coletados (Anexo A). Estas sequéncias foram usadas para
comparar com os camardes de Mogambique.

As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas usando o programa ClustalW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBRON, 1994), implementado no programa Geneious R6
(KEARSE et al., 2012). Estas foram entdo submetidas ao programa MEGA 4.0 para a

constru¢do da arvore Neighbour-joining (NJ) com o suporte de 1500 réplicas de bootstrap e
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nela observar os agrupamentos das sequéncias. Para todos os céalculos da distancia genética
foi usado o modelo K2P (TAMURA et al., 2007), este modelo ¢ o padrdo na literatura para
analise das sequéncias barcode.

Foram calculadas as distancias maximas, médias e minimas interespecifica e
intraespecifica. Estes calculos foram efetuados num programa ainda ndo publicado, escrito na
linguagem Python por J. Ramirez. Um calculo adicional das distancias méaxima, média e
minima interespecifica e intraespecifica com a mesma ferramenta anteriormente usada foi
efetuado separando as espécies em linhagens, com base no resultado obervado da arvore de
distancia genética (NJ). Foram comparados os valores da distdincia média e maxima
intraespecifica com os valores da distdncia do vizinho préoximo para cada espécie. Para
confirmar a existéncia e a magnitude do c6digo do Barcode Gap, foram construidos graficos

de dispersao dos dados.

3.3. Resultados

A andlise morfologica apontou um total de nove espécies oriundas da costa de
Mogambique, das quais sete sdo espécies nativas e duas possivelmente exoéticas. As duas
exoticas foram identificadas como Metapenaeus dobsoni (sendo esta a primeira espécie) e
Mierspenaeopsis scuptilis (a segunda espécie). M. dobsoni, uma espécie originalmente
distribuida na regido do Indo-Pacifico ao longo da costa da India, Sri Lanka, Malasia,
Indonésia, Filipinas e na Nova Guiné (SUDHAKARA; RADHAKRISHNAN; JOSE, 2013)

E caracterizada pela presenca de um longo rostro armado com oito a nove espinhos na
face dorsal, com uma curva dupla bem marcada, exopodite ausente na quinta pata do torax,
sulco branquiocardiaco atingindo quase até o meio da carapaga, “pleurobranch” no sétimo
somito toracico, telson armado apenas com espiculas, sem cerdas robustas no peridpode. Os
machos adultos foram caracterizados por ter o petasma armado com projecdes disto-medianas
e disto-laterais [Figura 10A (1, 2)], com um filamento ventral curto e outro filamento na
superficie dorsal do petasma. Um espinho basal no terceiro periépode (Figura 10C) e presenca
de merus no quinto periopode com um a dois espinhos largos triangulares (F 10D). Presenca
de télico nas fémeas (Figura 10B) com um sulco longo dorsal [(Figura 10B (1)] sem bainhas

lembrando uma ferradura formada por duas placas laterais (Figura B2).
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Figura 10 — Estruturas morfoldgicas da genitalia masculina e feminina, espinho basal e

periopode de M. dobsoni

(A, B) Genitalia masculina e feminina. (A) Petasma (vista ventral) que mostra a proje¢do disto- lateral (Al) e
projecédo disto-mediana (A2). (B) Télico mostrando um sulco longo (B1) e placas laterais (B2). Espinho basal da
terceira perna (macho) (C), merus no quinto periopode com um ou dois espinhos triangulares grandes (D).

A cor do corpo apresentou-se transparente com manchas vermelhas ou esverdeadas,
mais escura na parte distal da rostro, antennulas e antenas pontilhadas vermelho, periopodes e
pledpodos de cor branca até rosa, urépodes vermelhos, dupla fila de manchas avermelhadas
no telson com uma margem esverdeada.

M.sculptilis (Figura 11), uma espécie que ocorre naturalmente em Bangladesh, India,
Malasia, Filipinas, Taiwan, Papua Nova Guiné, Indonésia, Brunei, Paquistdo, Australia e

Hong Kong. Apresentou as seguintes caracteristicas morfologicas: Nos machos o rostro
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apresentou-se armado com sete a nove dentes dorsais, em forma de sigmoidal, sem dentes na
terceira metade distal, com a por¢do desarmada curvada para cima. Crista posrostral quase
atingindo a margem posterior da carapaca, ligeiramente sulcada ou achatada; espinhos basais
presentes no primeiro e segundo peridopode; telson desarmado; petasma longo, em forma
orelha de coelho com projegdes disto-mediana, profundamente concavo na parte ventral;
projecdes disto-lateral curtas, dirigidas antero-lateralmente: télico com placa anterior
arredondada articulando com placa posterior, este Gltimo com um tubérculo mediano com
cerdas longas; corpo marrom escuro € quase preto com bandas transversais; carapaca dorsal
marrom escuro, com uma faixa branca no meio, lateralmente muito mais claro, amarelo ou
alaranjado; com bandas no abdémen atingindo margem ventro- lateral; periopodes amarelados
a rosados; pledpodos cor de rosa a vermelho escuro; uropodes amarelo e rosa, com uma faixa
ampla no meio, marrom escuro transversalmente (SUDHAKARA; RADHAKRISHNAN;
JOSE, 2013).

Figura 11 - Imagem lateral de Mierspanaeopsis scuptilis (HELLER,1862) coletada e
fotografada em 2013 na Bahia de Maputo em Mogambique, durante 0 monitoramento da

espécie

Foram geradas 69 sequéncias barcode (COI) e depositadas na base de dados do Bold

Systems (www.barcodinglife.com; Anexos C, H, I, J, K e L). Nao foram observados

pseudogenes nem sftop codon (codons de parada) nas sequéncias. A arvore de distancia
genética agrupou as espécies de forma correta. No entanto, seis espécies apresentaram dois
clados com relagdo ao lugar de origem. Desta forma, os individuos de Mogambique ficaram
agrupados em um clado e os individuos cujas sequéncias foram obtidas do GenBank em
outro clado (Figura 12). Por exemplo, M. japonicus apresentou dois clados, um formado por
individuos de Mogambique e outro com uma ligeira diferenciagdo entre individuos da Turquia

e do Japdo. Outro exemplo se verificou com Penaeus monodon, que também apresenta dois
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clados, um com individuos oriundos de Mogambique e outro com individuos das Filipinas e
Australia. O clado P. semisulcatus, apresentou dois grupos, um de Mocambique e outro de
Filipinas. O clado M. dobsoni apresentou dois grupos, um dos individuos de Mogambique e
outro de individuos da India. O clado de F. merguiensis também foi dividido por dois grupos
de individuos da India e das Filipinas. E, finalmente o clado da espécie F. indicus mostrou
dois grupos formados por individuos das Filipinas e de Mocambique. As demais espécies
apresentaram um clado.

Figura 12 - Arvore da distancia genética mostrando a divisdo nos clados pertencentes as

espécies M. japonicus, P. monodon, P. semisulcatus, F. merguiensis, F. indicus, e M. dobsoni
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MP_scul_S29 } Mierspenaeopsis sculptilis/Mocambique

1m0 H PA_cor_988 } Parapenaeopsis coromandelica/ Sri Lanka

Na analise nominal, onde foram consideradas as espécies sem a divisao em linhagens, a

distancia minima intraespecifica foi de 0, a média de 1,209 e a maxima de 8,636. A distancia

minima interespecifica foi de 3,897, a média de 17,07 e a méxima de 21,558 (Tabela 9). A

distancia para o vizinho mais proximo (nearest — neighbour distance -NND) (Tabela 10), ou

seja, analise da distancia genética minima entre espécies e seus parentes mais proximos,

apresentou valores variando de 3,897 entre F. merguiensis e F. penicillatus a 18,971 entre P.

coromandelica e M. sculptilis (Tabela 10).
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Tabela 9 - Distancia minima, média e maxima intraespecifica e distdncia minima, média e

maxima interespecifica, dados nominais.

Minima Média Maxima
intra 0 1,209 8,636

minima média maxima
inter 3,897 17,068 21,558

Tabela 10 - Comparacao da distribui¢do de distancia para o vizinho mais proximo (NN),

dados nominais.

Distancia

Espécie Média intra Maixima intra NN NN

FE chi 0,000 0 PE sem 754 14,581

FE ind 0,424 3,143 FE mer 247 14,111
FE mer 2,647 2,647 FE pen 026 3,897
FE pen - - FE _mer 630 3,897

LI van - - PE sem 636 16,064
MA _jap 3,426 6,962 ME lat 752 13,926
ME_ker 0,000 0 MA jap 345 15,495
ME lat MA jap 751 13,926
MP_scul 0,000 0 PA cor 956 18,971
MT dob 3,289 6,51 MT mo 771 17,052
MT mo 0,031 0,236 MT dob 012 17,052
MT steb 0,000 0 PP _long 676 18,362
PA cor 0,157 0,236 MP_scul Ml11 18,971
PE_mon 4,257 8,636 PE sem 636 14,668
PE sem 1,332 3,905 FE chi 267 14,581
PP long 0,157 0,236 MT steb 755 18,362
SO meb PP _long 676 18,673

Considerando o nivel nominal das espécies, a figura 13 apresentou a maior parte destas

no I quadrante (concordante com a corrente taxonomia: Distancia intraespecifica < 2,0 %;
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Distancia interespecifica » que 2,0%) (HEBERT et al., 2004). Na mesma figura foram
observadas espécies cripticas no II quadrante (estas sdo candidatas a separagdo taxonOmica).
Nao foram observadas espécies com hibridacdo ou com possivel sinonimia (III quadrante),

nem erros de identificagdo (IV quadrante) (HEBERT et al., 2004).

Figura 13 - Gréfico de quadrantes considerando dados nominais considerando um limiar de

distancia intraespecifica < 2.0%; Distancia interespecifica » que 2.0%
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Nele pode se observar seis espécies no Il quadrante que podem ser cripticas. No primeiro quadrante encontram-

se as seguintes espécies: <. penisilatus, U. latisulcatus, F. chinensis; M. kerathurus; L.
vannamei;

M. monoceros; P. longirostris; M. stebbingi; S. membranacea, P. coromadelica e .M
sculptilis.

A figura 14 mostra a ndo existéncia do Barcode gap, uma vez que os valores da
distancia intraespecifica e interespecifica se sobrepdem. Mesmo tendo as espécies fora do
limiar, as distancias interespecificas sdo sempre maiores que as intraespecificas. Deste modo,
o DNA Barcode mostrou ser uma ferramenta eficiente para identificacdo das espécies

analisadas neste trabalho.
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Figura 14 - Grafico Barcode gap mostrando os valores da distdncia méaxima intraespecifica e

minima interespecifica considerando a analise nominal
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Neste grafico pode se observar a auséncia do barcode gap provocada pela sobreposicdo das distancias intra e
interespecificas indicada pelas setas.

Separando as seis espécies (M. japonicus, F. indicus, P. monodon, P. semisulcatus, F.
merguiensis € M. dobsoni) que se apresentaram em dois clados na arvore de distancia genética
(NJ), a distancia minima intraespecifica passou a ser de 0, a média foi 0,21 e a méxima de
0,948. A distancia minima interespecifica foi de 2,4, a média 13,78 e a maxima 21,558

(Tabela 11). Na comparacdo com as sequéncias do vizinho mais proximo, os valores

observados variaram de 2,4 a 18,971 (Tabela 12).

Tabela 11 - Distancia minima, média e méaxima intraespecifica e distdncia minima, média e

maxima interespecifica, (espécies separadas em linhagens)

Minima Média Maxima
intra 0 0,210 0,948
minima média maxima

inter 2.4 13,779 21,558
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Tabela 12 - Comparagao da distancia média e maxima intraespecifica com a distancia do

vizinho préoximo (NN), (espécies separadas em linhagens).

Espécie Média intra Maxima intra NN Distancia NN
FE chi 0 0 PE sem 754 14,581
FE ind 0,157522876 0,948 FE ind2 628 2,4
FE ind2 None None FE ind AS 2,4
FE mer None None FE mer2 630 2,647
FE _mer2 None None FE _mer 247 2,647
FE pen None None FE mer2 630 3,897
LI van None None PE sem 636 16,064
MA jap 0,292571429 0,473 MA jap2 044 5,678
MA jap2 0,631333333 0,947 MA jap 763 5,678
ME ker 0 0 MA jap2 345 15,495
ME lat None None MA jap 751 13,926
MP_scul 0 0 PA_cor 956 18,971
MT dob 0,134904762 0,473 MT dob2 027 5,451
MT dob2 0,3312 0,711 MT dob M1 5,451
MT mo 0,031466667 0,236 MT dob2 012 17,052
MT steb 0 0 PP _long 676 18,362
PA cor 0,157333333 0,236 MP_scul M11 18,971
PE_mon 0,394266667 0,711 PE _mon2 303 7,796
PE _mon2 0,632 0,948 PE mon M22 7,796
PE sem 0,209861111 0,473 PE sem2 636 3.4
PE sem?2 0,236 0,236 PE sem 753 3.4
PP long 0,157333333 0,236 MT steb 755 18,362
SO _meb None None PP _long 676 18,673

O grafico do DNA Barcode obtido a partir da andlise das espécies separadas por

linhagens, apresentou todos os individuos no primeiro quadrante. Nao foi observado nenhum

individuo no segundo, terceiro e quarto quadrante (Figura 15). Este achado indica que a

ferramenta DNA barcode ¢ eficiente para identificagdo da familia dos peneideos. O grafico

Barcode Gap (Figura 16) ndo apresentou sobreposi¢do entre os valores da distancia maxima

intraespecifica e a distancia minima interespecifica.
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Figura 15: Grafico de DNA barcoding mostrando a diferenca maxima dentro das espécies no

eixo x (0,948) e minima entre as espécies eixo y (2,4).
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ketathurus, L. vannamei, M. monoceros; M. stebbingi; S. membranacea; .P‘ longirostris;

P. coromandelica e .M scuptilis.
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Figura 16 - Grafico barcode gap mostrando os valores da distdncia maxima intraespecifica e

minima interespecifica
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3.4. Discussao

O presente estudo demonstrou a eficacia da técnica de DNA barcode para identificagao
dos camardes, além de ter dado uma grande contribuicdo com 69 sequéncias depositadas no
“Bold System”, pertencentes a nove espécies de peneideos da costa de Mogambique. A
distancia genética média intraespecifica nominal foi de 1,2%, valor similar a 1,3% observado
por Bilgin et al. (2015) na identificacdo de 12 espécies de camardo da costa Turca usando a
ferramenta DNA Barcode. Os mesmos autores encontraram a distdncia genética
interespecifica média de 21,03%, valor proximo de 17% observado neste trabalho. Entretanto,
dividindo as espécies por linhagens conforme a Figura 2, o valor médio da distancia genética
intraespecifica reduziu de 1,2% para 0,2%, proximo de 0,46% observado por Costa et al.
(2007), que com base na mesma ferramenta usada neste trabalho identificaram 150 espécies
de crustaceos pertencentes a diferentes familias. 0,2% ¢ também proximo de 0,51% obtidos
por Radulovici et al. (2009) ao identificarem 80 espécies de crustdceos do Estuario e Golf de
St Lawrence. Os valores da distdncia genética encontrados no presente trabalho, quando

plotados sem a divisdo em linhagens, apresentaram maior parte das espécies no primeiro



62

quadrante, concordante com a corrente taxonomia. Porém, seis espécies posicionaram-se no
segundo quadrante sugerindo a existéncia de espécies cripticas.

No presente estudo ndo foi observado um Barcode Gap, quando consideradas as
espécies nominais, devido a presenca de espécies cripticas, havendo sobreposi¢do entre os
valores da distdncia intraespecifica com a distdncia interespecifica. A sobreposi¢cdo na
distribuicdo das distancias genéticas entre os individuos de uma mesma espécie e individuos
de espécies diferentes pode ser causada, ou pela presenga de grandes divergéncias
intraespecificas ou por baixas divergéncias entre espécies irmas (HUBERT, 2008). Assim,
quando a analise ¢ feita divindo as espécies em linhagens, um barcode gap é observado,
indicando que a sobreposicdo ¢ devida a alta divergéncia intraespecifica das espécies
cripticas.

Alam; Westfall; Palsson, (2015) fizeram uma andlise filogeografica de F. indicus de
Bangladesh e, ao compararem as sequéncias dos camardes desta regido com sequéncias de
camardes de diferentes regides geograficas, observaram a presenca de trés linhagens
evolutivas distintas ou espécies cripticas. F. indicus € uma das espécies que apresentou duas
linhagens neste trabalho provavelmente porque devido as distancias geograficas existentes
entre F. indicus de Mogambique e F. indicus cujas sequéncias foram adquiridas no GenBank.

O estudo de Bilgin et al. (2015) revelou a ocorréncia de seis espécies cripticas de
camardes das aguas da Turquia, por exemplo Parapenaeus longirostris, espécie analisada no
nosso trabalho e que ndo se mostrou criptica, provavelmente porque nao foram analisados os
mesmos exemplares abrangendo todas as regides geograficas avaliadas pelos autores. Tsoi;
Wang; Chu, (2005) avaliaram duas variedades de M. japonicus morfologicamente similares
da costa de Hong Kong, usando os genes COI e 16S e sugeriram a presenca de duas espécies
cripticas. M. japonicus ¢ uma das espécies cripticas observadas no presente trabalho, deste
modo, o resultado obtido por estes pesquisadores ¢ refor¢ado com o observado na nossa
analise.

Hualkasin et al. (2003) analisando camardes do grupo Fenneropenaeus da costa
Tailandesa e Mar Andaman, utilizando o gene COI, encontraram duas linhages dentro do
grupo F. merguienses. F. merguienses foi uma das seis espécies que apresentou duas
linhagens neste estudo, corroborando o trabalho anterior.

Assim, todas as analises de distincia indicam a existéncia de duas linhagens diferentes
em cada uma das seguintes espécies: M. japonicus, F. indicus, P. monodon, P. semisulcatus,
F. merguiensis e M. dobsoni. Particularmente, em M. dobsoni (espécie coletada em

Mogambique), foram feitas as analises morfologicas (Simbine, 2015; dados ndo publicados),
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mas nio existem diferengas com o M. dobsoni linhagem da India. Para as demais espécies que
apresentaram duas linhagens, apesar de se encontrarem no quadrante II, ndo foi feita andlise
morfoldgica. A existéncia destas linhagens também pode ser devida a diferenciagdo por
distancia geografica entre as populagdes ou ainda pelas correntes histdricas e rotas de
colonizagio (ALAM; WESTFALL; PALSSON, 2015). No entanto, para confirmar este
achado, faz-se necessario um estudo populacional que inclua maior nimero de sequéncias
oriundas das regides geograficas de ocorréncia das espécies. O DNA barcoding ndo ¢ um
substituto das andlises taxondmicas convencionais, mas aponta casos em que existe uma
grande divergéncia entre individuos agrupados como uma espécie. Assim, sempre que surja
alguma duvida, deve-se recorrer a um estudo mais profundo que inclua, além da analise
molecular, a taxonomia morfologica e a ecologia da espécie para que uma correta decisdo seja
tomada (Costa et al., 2007).

Os resultados constituem uma base fundamental de informagao sobre o conhecimento
genético das variedades dos camardes existentes em Mocambique, para a sua gestdo e
conservacdo. A técnica DNA barcoding permitiu identificar corretamente as espécies de
peneideos economicamente importantes no pais e verificar que grande parte das linhagens se
apresenta geneticamente diferenciada das espécies de ocorréncia em outras regides oceanicas,
como ¢ o caso das espécies: F. indicus, P. monodon, P. semisulcatus, M. dobsoni e M.
Jjaponicus. Mais estudos devem ser feitos para uma melhor compreensdo das variedades
genéticas destes camardes, para subsidiar a tomada de uma decisdo correta em relagdo ao

estado taxondmico.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este ¢ o primeiro estudo genético que avalia a estrutura e variabilidade genética dos
camardes F. indicus ¢ M. monoceros da costa mogambicana. Pela primeira vez foram
identificadas espéceis de peneideos de importancia comercial desta costa. Os resultados sao
de grande importancia sobre o conhecimento genético das variedades dos camardes existentes
em Moc¢ambique irdo contribuir para o seu monitoramento, gestdo e conservagao.

Seria interessante expandir-se o estudo da variabilidade genética de F. indicus e M.
monoceros para outras areas vizinhas tais como Tanzania, Madagascar e Africa do Sul para
investigar até que ponto as correntes marinhas desta regiio da Africa Austral contribuem para
dispersdo larval e para saber se o isolamento por distancia poderia ser aplicado para as
populagdes de camardes peneideos ao longo da costa leste de Africa. Numa perspectiva de
gestdo pesqueira regional, o conhecimento aquirido a partir deste estudo poderia revelar se os
estoques de camarao sdo ou ndo partilhados entre os paises vizinhos.

Apesar de o estudo ndo ter revelado que as espécies se encontram sobre ameaga, sabendo
que o F. indicus € o M. monoceros sdo espécies de grande importancia para Mogambique e
sabendo através da literatura que estas ja apresentam um declinio populacional, medidas com
vistas a conservar estes camardes devem ser tomadas. Uma vez que as duas espécies ndo estdo
estruturadas, estas devem ser aplicadas ao longo de toda a costa mogambicana. Além do
periodo de defeso que ja ¢ implementado no pais, seria interessante que incluisse medidas
como:

a) Controle da destruicdo dos manguezais;

c) Adotar politicas de controle de espécies exdticas monitorando as atividades de
piscicultura de forma a evitar o cultivo de espécies exdticas no pais;

d) Fiscalizar a descarga das aguas de lastro de navios nos portos com relevancia para
exportacdo /importacdo e criar centros de tratamento das 4guas de lastro antes de serem
langadas no meio natural,

e) Elaborar programas de sensibilizacdo do publico sobre o perigo da destrui¢do dos
manguezais e explicar como as espécies exoticas e ou invasoras podem prejudicar as nativas;

f) Mais estudos devem ser feitos para o conhecimento da verdadeira razdo que provoca o
declineo destas populagdes.

O trabalho permitiu identificar corretamente as espécies de peneideos economicamente
importantes no pais e verificar que grande parte das espécies possuem linhagens

geneticamente diferenciadas das ocorrentes em outras regides ocednicas, como ¢ o caso das
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espécies: F. indicus, P. monodon, P. semisulcatus, M. dobsoni e M. japonicus, contradizendo
a hipotese de que ndo ha incertezas taxonémicas na costa Mogcambicana.

No que diz respeito ao componente taxondmico e a partir dos resultados, sugerimos que
mais estudos devam ser feitos abrangendo todas as regides de ocorréncia natural de cada uma
das espécies que apresentaram duas linhagens no presente trabalho. Este estudo deve incluir a
componente genética usando diferentes marcardores moleculares nucleares, morfologia e
ecologia, de forma que uma correta decisdo seja tomada em relagdo ao estado taxondmico

destas espécies.
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ANEXO A - SEQUENCIAS DE ESPECIES OBTIDAS DO GENBANK. NUMERO DE
ACESSO NO GENBANK, NOME DO GENERO E DA ESPECIE, DESIGNACAO
USADA NA ANALISE E LOCAL DE ORIGEM DA SEQUENCIA

Acesso  no Nova
GenBank Género Espécie designaciio Origem
333795988  Parapenaeopsis coromandelica PA cor 988 Sri Lanka
333795956  Parapenaeopsis coromandelica PA cor 956 Sri Lanka
333795960  Parapenaeopsis coromandelica PA cor 960 Sri Lanka
338843160  Fenneropenaeus indicus FE ind 160 India
557955628  Fenneropenaeus indicus FE ind 628 Filipinas
453805247  Fenneropenaeus merguiensis FE mer 247 India
573464303  Penaeus monodon PE mon 303 Filipinas
557955634  Penaeus monodon PE mon 634 Filipinas
557955638  Penaeus semisulcatus PE sem 638 Filipinas
510786385  Melicertus kerathurus ME ker 385 Turkey
510786383  Melicertus kerathurus ME ker 383 Turkey
510786387  Melicertus kerathurus ME ker 387 Turkey
510786347  Marsupenaeus Jjaponicus MA jap 347 Turkey
510786345  Marsupenaeus Jjaponicus MA jap 345 Turkey
530759024  Metapeaneus dobsoni ME dob 024 India
530759012  Metapeaneus dobsoni ME dob 012 India
530759030  Metapeaneus dobsoni ME dob 030 India
530759033  Metapeaneus dobsoni ME dob 033 India
530759039  Metapeaneus dobsoni ME dob 039 India
530759027  Metapeaneus dobsoni ME dob 027 India
367056725  Parapenaeus longirostris PP long 725 Italia
367056723  Parapenaeus longirostris PP long 723 Italia
Atlantico-
351736676  Parapenaeus longirostris PP long 676  Mediterraneo
557955630  Fenneropenaeus merguiensis FE mer 630 Filipinas
557955636  Penaeus semisulcatus PE sem 636 Filipinas
374717660  Solennocera membranacea SO _mem_ 660 Portugal
7374113 Penaeus monodon PE mon 113 Australia



107784950  Fenneropenaeus
109692170  Litopenaeus
63003723 Marsupenaeus
Marsupenaeus
787593026  Fenneropenaeus

chinensis
vannamei
Jjaponicus

Japonicus

penicillatus

FE chi 950
LI van 170
MA jap 723
Ma_jap 040
FE pen 026

76

Qingdao, China
Qingdao, China

Japao

Japao

Mexico

ANEXO B - NUMERO DE INDIVIDUOS ANALISADOS POR LOCALIDADE E POR

REGIAO DO mtDNA, NOME DA ESPECIE

F. indicus M. monoceros
Locais COl Cytb Dloop Cytb Dloop
Angoche 13 6 6 7 16
Quelimane 22 9 9
Sofala 17 14 14
Maputo 25 11 7 20 9

ANEXO C - SEQUENCIAS DEPOSITADAS NO BOLD SYSTEMS, NOME DO
GENERO E ESPECIE, CODIGO COM O QUAL A SEQUENCIA FOI DEPOSITADA

Género Espécie Codigo atribuido
Mierspenaeopsis sculptilis MP_scul M12
Mierspenaeopsis sculptilis MP_scul Ml11
Mierspenaeopsis sculptilis MP_scul S29
Fenneropenaeus indicus FE ind A63
Fenneropenaeus indicus FE ind Z53
Fenneropenaeus indicus FE ind A64
Fenneropenaeus indicus FE ind A62
Fenneropenaeus indicus FE ind Z55
Fenneropenaeus indicus FE ind Z52
Fenneropenaeus indicus FE ind S32
Fenneropenaeus indicus FE ind Z54
Fenneropenaeus indicus FE ind A4
Fenneropenaeus indicus FE ind A3
Fenneropenaeus indicus FE ind A2



Fenneropenaeus
Fenneropenaeus
Fenneropenaeus
Fenneropenaeus
Fenneropenaeus
Fenneropenaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Penaeus
Melicertus
Marsupenaeus
Marsupenaeus
Marsupenaeus
Marsupenaeus
Marsupenaeus
Marsupenaeus
Marsupenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus

Metapenaeus

indicus
indicus
indicus
indicus
indicus
indicus
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
monodon
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
semisulcatus
latisulcatus
Jjaponicus
Jjaponicus
Jjaponicus
Jjaponicus
Jjaponicus
Jjaponicus
Jjaponicus
stebbingi
stebbingi
stebbingi

monoceros

71

FE ind 769
FE ind Al
FE ind M20
FE ind Z51
FE ind 770
FE ind AS
PE mon Bl
PE mon B2
PE mon Z43
PE mon_ 760
PE mon M22
PE mon Z41
PE sem 754
PE sem A69
PE sem MT78
PE sem MS&1
PE sem 753
PE sem A68
PE sem MS80
PE sem A67
PE sem M79
ME lat 752
MA jap M2
MA jap A57
MA jap 751
MA jap M1
MA jap 764
MA jap 763
MA jap A56
MT steb 756
MT steb M76
MT steb 755
MT mo 771



Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus
Metapenaeus

Metapenaeus

monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
monoceros
dobsoni
dobsoni
dobsoni
dobsoni
dobsoni
dobsoni
dobsoni

dobsoni

78

MT mo 772
MT mo M73
MT mo S24
MT mo M72
MT mo S25
MT mo M71
MT mo M5
MT mo B3
MT mo B2
MT mo Bl
MT mo E4
MT mo El
MT mo M74
MT mo 740
MT dob 765
MT dob M10
MT dob M5
MT dob M9
MT dob M2
MT dob M3
MT dob M1
MT dob M4
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ANEXO D - SEQUENCIA DO GENE CYT B PARA AS ESPECIES Fenneropenaeus
indicus E Metapenaeus mondceros

1 m m 30 &
| | ' v i
— 1 B
1. Fennerapenasus Indicus - oyl b C . .
2. Melapenaeus morooaras - oyl b s & s & = 2 2 = = 5 = a3 & % £ * % » = + ® = £ = 8w 2 = = & = 2 = = + = s 3 = s+ = a2 & T -
; 8 W i o
aantity
1. Fennerapenacus indicus - oyt b T . .2 . .+« v o 2. ......T7T...4¢4..TT7T.88.....48...58.
2. Metapenasus monocaros - oyt b C..A....... C. .0 o T B o o w00 .. cc.Cc.....T.. G .
00 1 120 130
ity - §E =E I s & &8 B
1. Fennermpenacus indicus - oyl b ' « « « + s + = s A « s+ A + + A -THA T . :7.: ::€:7T.: i+ s +T s s s+ & & s
2. Metapenaous monaoaros - oyt & A . . - e . T . A G . A -G .. T oA L P ~ s e ow s .
4 e L) m il
y— g B s N O W
1. Fennerapenaeus indicus - eyl b e AT.A..AH..T.....T.. - . N
2. Melspanasus moraceras - oyl b e e o - S - N s . - A L
50 2 20 =20

— g ® = =  §F ® N
F;

1. Fennemopenasus indicus - oyt b G T T . [ no, T .

2. Melapenasus monocers - Gyt b e .
30 280 250 0 ]

ety -5 BN =§ =E BB E =8 =B |

1. Fenneropenasus indicus - oyt b C . &« 4« &+ =« = + 2 2+ 2 2 2+ T, .T.7T...5..A..TT....THK.T..C ..

2. Metapenasus morocarns - oyt b B v i s s 4 e s s s e e ., .. C .. .HA,.T..AC....AG.C..T..

20 250 30 gL

wantity

1. Fennerapenaeus indicus - oyl b LT AR C L L . . T - - R . T . .T .

2. Metapenasus morooeros - oyl b R e e . . . G - - . . PR Y .
30 3 o 0 2

derlily

1. Fenneraopenaeus Indicus - oyt b
2. Melapenasus mondcends - oyl b
aantity
1. Fenneropenacus indicus - oyt b
2. Metapenaeus morocaros - oyt b
dantity
1. Fenneropenacus indicus - oyl b
2. Mntapanaous monocaros - oyt b
arlity
1. Fennerapenaeus indicus - eyl b
2. Melapanasus mordceros - Gyl b
daility
1. Fenneropanasus Indicus - oyt b
2. Melagenasus monocerss - oyl b
dantity

1. Fenneropenasus indicus - oyt b
2. Metapenasus monacerss - oyt b

darlity

1. Fennerapenaeus indicus - oyl b s & 5 4 & 3 &2 5 & 3 5 3 + & 3 s & &
2. M oyl b




o]
S

ANEXO E - SEQUENCIA DA REGIAO D-LOOP PARA AS ESPECIES
Fenneropenaeus indicus E Metapenaeus monoceros
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ANEXO F - REDE DE HAPLOTIPOS CORRESPONDENTE A REGIAO DE

CONTROLE DLOOP PARA A ESPECIE F. indicus
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As cores representam as areas geograficas de

amarelo Angoche.

coleta, assim rosa indica Maputo, verde Sofala, azul Quelimane e



ANEXO G - REDE DE HAPLOTIPOS CORRESPONDENTE A REGIAO
CONTROLE DLOOP PARA ESPECIE M. monoceros
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ANEXO H - SEQUENCIAS DO GENE COI USADAS NA ANALISE DE DNA
BARCODING
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ANEXO H - SEQUENCIAS DO GENE COI USADAS NA ANALISE DE DNA
BARCODING (continuacio)
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ANEXO H - SEQUENCIAS DO GENE COI USADAS NA ANALISE DE DNA
BARCODING (continuacio)
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ANEXO H - SEQUENCIAS DO GENE COI USADAS NA ANALISE DE DNA
BARCODING (continuacio)
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ANEXO H - SEQUENCIAS DO GENE COI USADAS NA ANALISE DE DNA
BARCODING (continuacio)
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FE ind: Fenneropenaeus indicus; MA_jap: Marsupenaeus japonicus, MP_Scul: Mierspenaeopsis sculptilis;
MT _steb: Metapenaeus stebbingi; MT _mon: Metapenaeus monoceros, MT _dob: Metapenaeus dobsoni; e
PE _mon: Penaeus monodon.



